
HAL Id: tel-04774654
https://theses.hal.science/tel-04774654v1

Submitted on 8 Nov 2024

HAL is a multi-disciplinary open access
archive for the deposit and dissemination of sci-
entific research documents, whether they are pub-
lished or not. The documents may come from
teaching and research institutions in France or
abroad, or from public or private research centers.

L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
destinée au dépôt et à la diffusion de documents
scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
émanant des établissements d’enseignement et de
recherche français ou étrangers, des laboratoires
publics ou privés.

Formulations de dérivés lipophénoliques, évaluation in
vitro et in vivo de leur efficacité contre la

dégénérescence maculaire
Maxime Vincent

To cite this version:
Maxime Vincent. Formulations de dérivés lipophénoliques, évaluation in vitro et in vivo de leur
efficacité contre la dégénérescence maculaire. Chimie thérapeutique. Université de Montpellier, 2022.
Français. �NNT : 2022UMONS111�. �tel-04774654�

https://theses.hal.science/tel-04774654v1
https://hal.archives-ouvertes.fr


1 

 

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

            

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

THÈSE POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR  

DE L’UNIVERSITÉ DE MONTPELLIER 
 

En Chimie et Physico-Chimie des Matériaux 

 

École doctorale Sciences Chimiques Balard 

 

Unité de recherche Institut Charles Gerhardt Montpellier 

 

Présenté par Maxime Vincent 

Le 30 novembre 2022 
 

Sous la direction de Sylvie Begu, 

Philippe Brabet et Céline Crauste 

 

Devant le jury composé de 

 
Amélie Bochot, Professeur, Université Paris-Saclay  

Lionel Bretillon, Directeur de recherche, INRAE 

David Cia, MCU, UMR Inserm 1107 

Frederic Lagarce, PUPH, Université d’Angers 

Philippe Legrand, professeur, ICGM 

Céline Crauste, MCU, IBMM  

Sylvie Begu, MCU, ICGM 

Philippe Brabet, CR, INM 

 

Rapporteur 

Rapporteur 

Examinateur 

Examinateur 

Examinateur 

Examinatrice 

Invitée 

Invité 

 

 

 
 

 

Formulations de dérivés l ipophénoliques,  évaluation in 

vitro  et  in vivo  de leur efficacité  contre la 

dégénérescence maculaire  

 
 



2 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



3 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

En mémoire de mon Père décédé le 10 février 2021 

Merci pour tous tes sacrifices, tes valeurs transmises et tout ton amour 

 



Remerciements 

4 

 

Remerciements 

 

Tout d’abord, je tiens à remercier le Dr. Sylvie Begu de thèse de m’avoir donné l’opportunité 

de pourvoir effectuer ces travaux de thèse. Sylvie, merci pour ton encadrement et ta 

disponibilité. Tu as su me laisser de l’espace pour me permettre de développer mon 

autonomie tout en gardant toujours un œil sur moi, et en me motivant quand c’était 

nécessaire. Tu as toujours été compréhensive et arrangeante dans des moments difficiles pour 

moi et je t’en suis profondément reconnaissant. Merci Dr. Céline Crauste pour tes précieux 

conseils et d’avoir pris le temps de m’expliquer tout le rationnel scientifique derrière les 

molécules développées. Enfin, merci au Dr. Phillipe Brabet de m’avoir accueilli à l’INM pour 

que je puisse mener les expérimentations in vivo. Philippe, merci d’avoir pris le temps de 

m’apprendre et expliquer dans le détail les maladies rétiniennes, le tout avec toute cette 

passion et cette bonne humeur qui t’animent. 

 

Merci à toute l’équipe du D1 de l’ICGM (anciennement équipe MACS), Jean-Marie, Anne, 

Alexis, Marie, Joël, Sophie, Quentin et aux doctorants : Jeremy, Maëlle, Maïko, Laurianne, 

Antonin, Baptiste pour tous les moments partagés ensemble durant ces 3 années. Merci 

beaucoup à Christophe pour ma formation à l’HPLC et tous les services rendus, toujours avec 

le sourire. Un grand merci également au Pr. Philippe Legrand pour ses conseils, son expertise 

et son investissement. 

 

Un grand merci à toutes les personnes avec qui j’ai pu collaborer à l’INM et plus 

particulièrement à toute l’équipe « vision ». Merci aux animaliers qui ont pris grand soin des 

souris. Merci à Laurent Guillou de m’avoir supporté dans le même bureau pendant quelques 

mois. Merci au Dr. Pauline Tarot pour ton aide précieuse et nos discussions. Merci aux 

stagiaires : Nesrine et Claire de s’être impliqués sur ce projet. Merci à Nicolas Taveau de 

m’avoir formé à l’expérimentation animale et transmis son savoir-faire sur l’exploration 

fonctionnelle.  

 

 



Remerciements 

5 

 

 

Tous mes remerciements à l’école Doctorale Sciences Chimie Balard, l’Agence Nationale de la 

Recherche et à la SATT AxLR pour avoir financé ce projet et de de m’avoir permis réaliser cette 

thèse dans d’excellentes conditions. 

 

Merci à tous les copains : Quentin, Colin, Max, Stéphane, Sarah, JM, Rémi et Rémy, Cloé, Lucas, 

Candie, Conor avec qui j’ai pu évacuer un peu la pression. 

 

Je remercie mes parents pour tout leur soutien, leur amour et leurs encouragements. Merci 

Papa d’avoir toujours cru en moi et de m’avoir aiguillé pour que je puisse travailler dans un 

domaine qui me passionne. Merci Maman d’être toujours à mon écoute, de prendre du temps 

pour moi et de me soutenir dans tout ce que j’entreprends. Merci à ma sœurette Emilie pour 

m’avoir donné l’envie de m’intéresser au domaine de la santé et à la recherche scientifique. 

 

Enfin, merci ne serait pas suffisant pour l’amour de ma vie. Mathilde, tu as toujours été à mes 

côtés durant ma thèse, tu as toujours cru en moi, encouragé et poussé dans les moments où 

je manquais de motivation.  

 

 

 

 

 

 

 



Sommaire  

6 

 

Sommaire 
Remerciements ................................................................................................................. 4 

Sommaire ......................................................................................................................... 6 

Liste des abréviations ..................................................................................................... 14 

Introduction Générale ..................................................................................................... 17 

Partie Bibliographique .................................................................................................... 23 

Chapitre 1 : Anatomie, physiologie du segment postérieur de l’œil et pathologies 

rétiniennes ..................................................................................................................... 23 

I. Anatomie et physiologie du segment postérieur de l’œil............................................ 24 

1.1 Cavité vitréenne et l’humeur vitrée ........................................................................... 25 

1.2 La rétine neurale ........................................................................................................ 25 

1.3 L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) .................................................................... 28 

1.4 La sclère ...................................................................................................................... 29 

II. Le cycle visuel ............................................................................................................... 29 

III. La dégénérescence maculaire liée à l’âge et la maladie de Stargardt ......................... 31 

3.1 La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) ..................................................... 31 

3.1.1 Maculopathie liée à l’âge .................................................................................... 32 

3.1.2 DMLA atrophique ................................................................................................ 32 

3.1.3 DMLA exsudative ................................................................................................. 33 

3.2 La maladie de Stargardt de type 1 ............................................................................. 34 

3.3 Mécanisme d’action commun de la physiopathologie de Stargardt et de la DMLA 

atrophique lié au stress oxydant et carbonylé ................................................................. 35 

IV. Conclusion .................................................................................................................... 37 

Chapitre 2 :  Traitements en développement clinique et molécules développées par le 

laboratoire ..................................................................................................................... 39 

I. Traitements en phase clinique ..................................................................................... 40 

1.1 Molécules antioxydantes ....................................................................................... 40 

1.2 Molécules anti-inflammatoires .............................................................................. 41 

1.3 Inhibiteurs du cycle visuel ...................................................................................... 43 

1.4 Agents neuroprotecteurs ....................................................................................... 43 

1.5 Thérapie génique ................................................................................................... 44 



Sommaire  

7 

 

1.6 Thérapie cellulaire .................................................................................................. 45 

1.7 Autres thérapies ..................................................................................................... 45 

1.8 Conclusion sur les thérapies en développement clinique ......................................... 46 

II. Molécules lipophénoliques développées par le laboratoire........................................ 47 

2.1 Phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA (IP-DHA) ................................................................ 48 

2.1.1 Impact du greffage du DHA et de l’isopropyle sur l’efficacité de protection de l’IP-

DHA contre le stress carbonylé. ................................................................................... 50 

2.1.2 Evaluation in vitro de l’efficacité de l’IP-DHA contre le stress carbonylé : effet 

dose -réponse ............................................................................................................... 52 

2.1.3 Evaluation in vitro de l’efficacité de l’IP-DHA contre le stress oxydant .............. 53 

2.1.4 Evaluation in vivo de l’efficacité de l’IP-DHA contre la dégénérescence induite par 

la lumière sur modèle souris ABCA4KO ....................................................................... 54 

2.2 Quercétine-7-Oisopropyl-3-ODHA (Q-IP-DHA) .......................................................... 56 

2.2.1 Evaluation in vitro de l’activité anti-stress carbonylé et antioxydante de la Q-IP-

DHA ............................................................................................................................... 58 

2.2.2 Comparaison de l’effet protecteur de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur le stress 

carbonylé et oxydant .................................................................................................... 59 

2.2.3 Comparaison de l’effet protecteur de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA contre la toxicité 

induite par la photo-oxydation de l’A2E en cellule ARPE19 ........................................ 60 

2.3 Conclusion sur les molécules lipophénoliques développées pour lutter contre le 

double stress oxydant et carbonylé ................................................................................. 61 

Chapitre 3 : Voies d’administration et formulations pour atteindre le segment postérieur 

de l’œil ........................................................................................................................... 63 

I. Instillation topique ....................................................................................................... 66 

1.1 Influence des caractéristiques physico-chimiques des SA sur le passage des barrières 

physiologiques après une administration topique .......................................................... 66 

1.1.1 Le film lacrymal ................................................................................................... 67 

1.1.2 Absorption par la voie cornéenne ....................................................................... 68 

1.1.3 Absorption par la voie conjonctivale................................................................... 70 

1.1.4 Conclusion sur l’absorption des molécules jusqu’au segment postérieur de l’œil 

après administration topique ....................................................................................... 71 

1.2 Nanoformulations innovantes pour augmenter la biodisponibilité des SA dans le 

segment postérieur de l’œil après administration topique ............................................. 71 

1.2.1 Liposomes ....................................................................................................... 71 



Sommaire  

8 

 

1.2.2 Nano-micelles ...................................................................................................... 72 

1.2.3 Nano-particules (NPs).......................................................................................... 73 

1.2.4 Nanoémulsions (NE) ............................................................................................ 75 

II. Voie intraveineuse (IV) ................................................................................................. 76 

2.1 Influence de la barrière hémato-rétinienne (BHR) sur le passage des SA de la 

circulation générale jusqu’au segment postérieur de l’œil ............................................. 77 

2.2 Stratégies développées pour traiter des pathologies du segment postérieur de l’œil 

par voie IV ......................................................................................................................... 78 

2.2.1 Ajustement du pH ............................................................................................... 78 

2.2.2 Utilisation de co-solvants et de surfactants (formation de micelles) ................. 79 

2.2.3 Cyclodextrines ..................................................................................................... 79 

2.2.4 Nanoformulations ............................................................................................... 79 

2.2.5 Exemples de formulations développées pour la voie IV ciblant le segment 

postérieur de l’œil ........................................................................................................ 80 

III. Voie Orale ..................................................................................................................... 81 

3.1 Problématique des SA faiblement soluble dans l’eau ................................................ 81 

3.2 Devenir des formulations lipidiques après administration per os ............................. 82 

3.2.1 Digestion et solubilisation des lipides ................................................................. 83 

3.2.2 Absorption ........................................................................................................... 85 

3.2.3 Passage dans la circulation générale ................................................................... 85 

3.3 Formulation LBDDS : amélioration de la biodisponibilité des SA lipophiles .............. 86 

3.3.1 Les émulsions ...................................................................................................... 88 

3.3.2 Nanoparticules lipidiques solides (SLN) .............................................................. 89 

3.3.3 Système lipidiques nanostructurés (NLC) ........................................................... 89 

3.3.4 Liposomes ............................................................................................................ 89 

3.3.5 Système auto-émulsifiant (SEDDS)...................................................................... 89 

3.3.6 Nanocapsules lipidiques (LNC) ............................................................................ 90 

IV. Conclusion .................................................................................................................... 90 

Références partie bibliographique ....................................................................................... 92 

Travaux de thèse ........................................................................................................... 109 

Chapitre 4 : Caractérisation physico-chimique et biopharmaceutique de l’IP-DHA et de la Q-

IP-DHA ........................................................................................................................... 109 



Sommaire  

9 

 

I. Introduction ................................................................................................................ 110 

II. Matériels & Méthodes ............................................................................................... 111 

2.1 Matériel .................................................................................................................... 111 

2.2 Détermination du Log P de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA ........................................... 111 

2.3 Analyse par µHPLC-MS/MS ...................................................................................... 111 

2.4 Solubilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA .................................................................. 111 

2.5 Perméabilité des SA sur cellules Caco-2 ................................................................... 112 

2.6 Stabilité des SA sur les microsomes humains .......................................................... 113 

III. Résultats et discussion ............................................................................................... 113 

3.1 Détermination de la solubilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA ................................. 114 

3.2 Détermination de la perméabilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur modèle Caco-2

 ........................................................................................................................................ 115 

3.3 Détermination de la stabilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur microsomes humains

 ........................................................................................................................................ 116 

IV. Conclusion .................................................................................................................. 117 

Références .......................................................................................................................... 118 

Chapitre 5 : Développement et caractérisation de formulations IV et orales pour l’IP-DHA 

et la Q-IP-DHA ............................................................................................................... 121 

I. Développement et caractérisation d’une formulation IV pour la Q-IP-DHA et l’IP-DHA

 122 

1.1 Introduction .............................................................................................................. 122 

1.2 Matériel & Méthodes ............................................................................................... 123 

1.2.1 Matériel ............................................................................................................. 123 

1.2.2 Solubilité de la Q-IP-DHA dans différents excipients ........................................ 123 

1.2.3 Préparation des micelles vides (M-V) et des micelles chargées en Q-IP-DHA (M-

Q-IP-DHA) ................................................................................................................... 123 

1.2.4 Détermination du ratio Kolliphor® HS 15/eau .................................................. 123 

1.2.5 Stabilité de la formulation M-Q-IP-DHA en milieu physiologique .................... 124 

1.2.6 Taux de chargement et pourcentage d’encapsulation en Q-IP-DHA ................ 124 

1.2.7 Détermination de taille et potentiel zêta des M-V et M-Q-IP-DHA .................. 124 

1.2.8 Adaptation de la formulation à l’IP-DHA ........................................................... 125 

1.3 Résultats et discussion ......................................................................................... 125 

1.3.1 Choix de la formulation ..................................................................................... 125 



Sommaire  

10 

 

1.3.2 Influence de la concentration en Kolliphor® HS 15 sur le taux de chargement en 

Q-IP-DHA .................................................................................................................... 126 

1.3.3 Taille et potentiel zêta des micelles vides (M-V) et des M-Q-IP-DHA ............... 127 

1.3.4 Test de précipitation en milieu physiologique et % d’encapsulation ............... 128 

1.3.5 Adaptation de la formulation à l’IP-DHA ........................................................... 128 

1.4 Conclusion ................................................................................................................ 129 

II. Développement et caractérisation de la formulation orale pour l’IP-DHA et la Q-IP-

DHA ………………………………………………………………………………………………………………………………130 

2.1 Introduction .............................................................................................................. 130 

2.2 Matériel & Méthodes ............................................................................................... 133 

2.2.1 Matériel ............................................................................................................. 133 

2.2.2 SNEDDS-IP-DHA ................................................................................................. 133 

2.2.2.1 Solubilité de l’IP-DHA dans différents excipients ........................................... 133 

2.2.2.2 Diagramme ternaire : plan expérimental et formulation des SNEDDS .......... 133 

2.2.2.3 Préparation et caractérisation des SNEDDS-IP-DHA ...................................... 134 

2.2.2.4 Détermination de la distribution de taille et du potentiel zêta des NE ......... 134 

2.2.2.5 Étude morphologique des NE ........................................................................ 134 

2.2.2.6 Taux de chargement et pourcentage d’IP-DHA dans les NE .......................... 135 

2.2.2.7 Robustesse à la dilution ................................................................................. 135 

2.2.2.8 Influence de la formulation SNEDDS sur la stabilité de l'IP-DHA dans les fluides 

simulés gastrique (SGF) et intestinal (ISF) .................................................................. 135 

2.2.3 LNC-Q-IP-DHA .................................................................................................... 136 

2.2.3.1 Préparation des LNC-Q-IP-DHA ...................................................................... 136 

2.2.3.2 Optimisation de la composition des LNC ....................................................... 136 

2.2.3.3 Taux de chargement et pourcentage d’encapsulation .................................. 137 

2.2.3.4 Détermination de la taille et du potentiel zêta de LNC-V et LNC-Q-IP-DHA .. 137 

2.3 Résultats et discussion ......................................................................................... 137 

2.3.1 SNEDDS-IP-DHA ................................................................................................. 137 

2.3.1.1 Choix des SNEDDS et de leur composition ..................................................... 137 

2.3.1.2 Effet de la composition des SNEDDS sur la taille des NE ............................... 139 

2.3.1.3 Détermination de la charge maximale de l'IP-DHA dans les SNEDDS ............ 140 

2.3.1.4 Taux de chargement et pourcentage d’IP-DHA dans les NE .......................... 141 



Sommaire  

11 

 

2.3.1.5 Caractérisation des NE ................................................................................... 141 

2.3.1.5.1 Taille, potentiel zêta et étude morphologique des NE ............................... 141 

2.3.1.5.2 Robustesse des NE à la dilution .................................................................. 143 

2.3.1.5.3 Influence des SNEDDS sur la solubilité et la stabilité de l'IP-DHA dans les 

fluides gastriques et intestinaux simulés ................................................................... 144 

2.3.2.1 Optimisation de la formulation des LNC vides et chargées : choix du ratio 

Kolliphor® HS 15/Labrafac®/ phase aqueuse ............................................................. 146 

2.3.2.2 Optimisation et caractérisation de la formulation LNC-Q-IP-DHA ................ 147 

2.4 Conclusion ................................................................................................................ 148 

III. Conclusion sur les formulations développées ........................................................... 149 

Références ...................................................................................................................... 150 

Chapitre 6 : Pharmacocinétique, métabolisation et évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et 

de la Q-IP-DHA ............................................................................................................... 157 

I. Introduction ................................................................................................................ 158 

II. Etude pharmacocinétique de l’IP-DHA en IV vs per os. Recherche des métabolites de 

l’IP-DHA chez la souris ........................................................................................................ 159 

2.1 Matériel & Méthodes ............................................................................................... 159 

2.1.1 Animaux ............................................................................................................. 159 

2.1.2 Dosage HPLC/MS de l’IP-DHA ............................................................................ 160 

2.1.3 Administration de l’IP-DHA ............................................................................... 160 

2.1.4 Prélèvement de sang ......................................................................................... 161 

2.1.5 Traitement de l’échantillon avant dosage ........................................................ 161 

2.1.6 Recherche des métabolites de l’IP-DHA ............................................................ 161 

2.2 Résultats et discussion ............................................................................................. 161 

2.2.1 Pharmacocinétique de l’IP-DHA par voie IV ...................................................... 162 

2.2.2 Pharmacocinétique de l’IP-DHA par voie orale ................................................. 163 

2.2.3 identification et quantification des métabolites dans le sang .......................... 163 

Conclusion ...................................................................................................................... 165 

III. Evaluation de l’efficacité des solutions micellaires d’IP-DHA et de Q-IP-DHA par voie 

IV…..………………………………………………………………………………………………………………………………166 

3.1 Matériel & Méthodes ........................................................................................... 166 

3.1.1 Animaux ............................................................................................................. 166 

3.1.2 Administration de la formulation IV .................................................................. 166 



Sommaire  

12 

 

3.1.3 Induction de la dégénérescence des photorécepteurs par un stress lumineux aigu 

sur des souris Abca4KO .............................................................................................. 166 

3.1.4 Tomographie par cohérence optique dans le domaine spectral (SD-OCT) ...... 167 

3.1.5 Electrorétinographie (ERG) ............................................................................... 167 

3.1.6 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la fonction des photorécepteurs chez 

les souris ..................................................................................................................... 168 

3.1.7 statistiques ........................................................................................................ 168 

3.2 Résultats et discussion ............................................................................................. 168 

3.2.1 Evaluation de l’efficacité des M-Q-IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu 

par analyse SD-OCT .................................................................................................... 169 

3.2.2 Evaluation de l’efficacité des M-Q-IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu 

par analyse ERG .......................................................................................................... 171 

3.2.3 Comparaison de l’efficacité de l’IP-DHA sous solution micellaire et complexé à la 

BSA sur modèle de dégénérescence aigu par analyse ERG ....................................... 173 

Conclusion ...................................................................................................................... 175 

IV. Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA par voie orale avec un modèle 

aigu de dégénérescence des photorécepteurs .................................................................. 176 

4.1 Matériel & Méthodes ............................................................................................... 176 

4.1.1 Animaux ............................................................................................................. 176 

4.1.2 Administration par voie orale ........................................................................... 176 

4.1.3 Induction de la dégénérescence des photorécepteurs par un stress lumineux aigu 

sur des souris BALB/c et ABCA4KO ............................................................................ 176 

4.1.4 Analyse histologique ......................................................................................... 177 

4.1.5 Electrorétinographie (ERG) ............................................................................... 177 

4.1.6 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la fonction des photorécepteurs restant 

chez les souris ............................................................................................................. 177 

4.1.7 Statistiques ........................................................................................................ 177 

4.2 Résultats et discussion ............................................................................................. 177 

4.2.1 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu par 

analyse ERG ................................................................................................................ 178 

4.2.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu par 

analyse histologique ................................................................................................... 180 

4.2.3 Evaluation de l’efficacité de la Q-IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu par 

analyse ERG ................................................................................................................ 183 



Sommaire  

13 

 

4.2.4 Evaluation de l’efficacité de la Q-IP-DHA sur modèle de dégénérescence aigu par 

analyse histologique ................................................................................................... 184 

Conclusion ...................................................................................................................... 186 

V. Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur un modèle de dégénérescence rétinienne 

chronique induit par un stress lumineux ........................................................................... 187 

5.1 Introduction .............................................................................................................. 187 

5.2 Matériel & Méthodes ............................................................................................... 187 

5.2.1 Mise en place d’un modèle de dégénérescence des photorécepteurs de façon 

chronique ................................................................................................................... 187 

5.2.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA, sur modèle de dégénérescence chronique

 .................................................................................................................................... 188 

5.2.3 Analyse de la rétine ........................................................................................... 188 

5.1.4 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la des photorécepteurs restant chez les 

souris .......................................................................................................................... 189 

5.1.5 Statistiques ........................................................................................................ 189 

5.3 Résultats et discussion ............................................................................................. 189 

5.3.1 Mise en place d’un modèle de dégénérescence des photorécepteurs de façon 

chronique ................................................................................................................... 189 

5.3.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de dégénérescence chronique 

par analyse ERG .......................................................................................................... 191 

5.3.3 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA, sur modèle de dégénérescence chronique, 

par analyse histologique ............................................................................................ 193 

Conclusion ...................................................................................................................... 195 

VI. Conclusion sur l’évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA ................. 196 

Références ...................................................................................................................... 197 

Conclusion générale ....................................................................................................... 199 

Références ...................................................................................................................... 206 



Liste des abréviations 

14 

 

Liste des abréviations 

 

A2E : N-retinyl-N-retinylidene ethanolamine 

AG : Acides Gras 

AMM : Autorisation de Mise sur le Marché 

AtR : All-trans Rétinal (Tout-trans rétinal) 

ARPE-19 : Adult Retinal Pigment Epithelial cell line-19 

BCS : Biopharmaceutics Classification System (Système de Classification Biopharmaceutique) 

BHR : Barrière Hémato-Rétinienne 

BSA : Bovine Serum Albumin (Albumine de Sérum Bovin) 

Ch : Cholestérol 

HPLC : High Performance Liquid Chromatography (Chromatographie Liquide Haute 

performance) 

Cmax : Concentration maximale 

CMC : Concentration Micellaire Critique 

COX : Cyclooxygénase 

Cryo-TEM : Cryo-Transmission Electron Microscopy (Cryo-Microscopie électronique à 

transmission) 

DA : Dark Adapted (Adaptation à l’obscurité) 

DFP : DiisopropylFluoroPhosphate 

DG : Diglycérides 

DHA : Acide Docosahexaénoïque 

DCFDA : Diacétate de dichlorodihydrofluorescéine 

DMLA : Dégénérescence Maculaire Liée à l’Age 

DRX : Diffraction des Rayons X 

DSC : Differential Scanning Calorimetry (Calorimétrie Différentielle à Balayage) 

DSPC : Distearoylphosphatidylcholine 

EPR : Epithélium Pigmentaire Rétinien 

ERG : Electrorétinographie 

GI : Gastro-Intestinal 
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HES : Hématoxyline/Eosine/Saffron 

IBMM : Institut des Biomolécules Max Mousseron 

ICGM : Institut Charles Gerhardt Montpellier 

INL : Inner nuclear layer (Couche Nucléaire Interne) 

INM : Institut des Neurosciences de Montpellier 

IP-DHA : Phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA 

IV : Intraveineuse 

IVT : Intra-vitréen 

LBBDS : Lipid based drug delivery system (Systèmes Lipidiques de Délivrance de 

Médicaments) 

LNC : Lipid nanocapsules (Nanocapsules Lipidiques) 

LNC-V : Nanocapsules Lipidiques Vides 

LNC-Q-IP-DHA : Nanocapsules Lipidiques chargées en Quercétine-7Oisopropyl-3-ODHA 

MAC : Membrane Attack Complex (Complexe d’Attaque Membranaire) 

MG : Monoglycérides 

M-Q-IP-DHA : Micelles chargées en Quercétine-7Oisopropyl-3-ODHA  

MRP1 : Multidrug Resistance Proteins 

MS : Mass Spectrometry (Spectrométrie de Masse) 

M-V: Micelle Vides 

NE : Nanoémulsions 

NLC : Nanostructured Lipid Carriers (Système Lipidiques Nanostructurés) 

Nps : NanoParticules 

OCT : Optical Coherence Tomographie (Tomographie à Cohérence Optique) 

ONL : Outer Nuclear Layer (Couche Nucléaire Externe) 

PC : Phosphatidylcholine 

PCS : Photon Correlation Spectroscopy (Spectrométrie à Corrélation de Photons) 

PDI : Polydispersity Index (Indice de Polydispersité) 

PE : Phosphatidyléthanolamine  

PEG : Polyéthylène Glycol  

P-gP : P-Glycoprotéine  

PL : Phospholipides 
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PS : Phosphatidylsérine 

Q-IP-DHA : Quercétine-7-Oisopropyl-3-ODHA 

RCPG : Récepteur Couplé à la Protéine G 

ROS : Reactive Oxygen Species (Espèces Réactives à l’Oxygène) 

SA : Substance Active 

SB : Sels biliaires 

SEDDS : Self-Emulsifying Drug Delivery Systems (Système autoémulsifiant pour la Délivrance 

de Médicament) 

SGF : Simulated Gastric Fluid (Fluide Gastrique Simulé) 

SIF : Simulated Intestinal Fluid (Fluide Instestinal Simulé)  

SLB : Synthèse de Lipide Bioactifs 

SLN : Solid Lipid Nanoparticles (Nanoparticules Lipidiques Solides) 

SMEDDS : Self-Microemulsifying Drug Delivery System (Système Auto-microémulsifant pour 

la Délivrance de Médicament) 

SNEDDS : Self-Nanoemulsifying Drug Delivery System (Système Auto-Nanoémulsifant pour la 

Délivrance de Médicament) 

TG : Triglycerides 

TGA : Thermogravimetric Analysis (Analyse Thermogravimétrique) 

TGI : Tractus Gastro-Intestinal 

UV : Ultraviolet 

VEGF : Vascular Endothelial Growth Factor (Facteur de Croissance de l’Endothélium 

Vasculaire) 
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L’œil est l’organe permettant la vue, c’est le sens le plus sollicité parmi nos 5 sens. L’œil est 

un organe complexe qui nous permet de capter la lumière. Ce signal lumineux sera ensuite 

transformé en signal électrique qui sera interprété par notre cerveau pour nous permettre de 

distinguer des formes et des couleurs. Il existe différentes pathologies pouvant altérer le bon 

fonctionnement de l’œil et de la vision (cataracte, glaucome, rétinopathie diabétique, …). 

Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons spécifiquement à des maladies de la rétine 

centrale : la dégénérescence maculaire et plus particulièrement à deux pathologies induisant 

cette dégénérescence : la dégénérescence maculaire liée à l’âge de forme atrophique (DMLA 

atrophique ou de forme sèche) et la maladie de Stargardt, dégénérescence maculaire d’ordre 

génétique. La DMLA atrophique, pathologie multifactorielle (âge, tabac, facteurs 

environnementaux, …) est la première cause de malvoyance chez l’adulte de plus de 50 ans 

dans les pays industrialisés. La maladie de Stargardt est une maladie autosomique récessive 

qui implique la mutation du gène Abca4, cette maladie peut être détectée chez l’enfant entre 

l’âge de 7 à 12 ans. Ces deux pathologies sont des pathologies progressives qui vont provoquer 

une perte de la vision centrale et à terme qui peuvent conduire à la cécité. L’un des principaux 

mécanismes impliqués dans la physiopathologie de ces maladies est le double stress oxydant 

et carbonylé. Il va provoquer l’aggravation et la progression de ces pathologies via un 

mécanisme cytotoxique commun. Actuellement il n’existe aucun traitement préventif ou 

curatif pour lutter contre ces pathologies. 

 

Pour répondre à cette problématique de santé publique, l’équipe « Synthèse de lipides 

bioactifs » (SLB) de l’Institut des Biomolécules Max Mousseron (IBMM) de Montpellier a 

synthétisé de nouvelles molécules lipophénoliques, potentiels candidats pour agir contre le 

stress oxydant et carbonylé afin de limiter le mécanisme cytotoxique qui intervient dans ces 

pathologies. Le phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA (IP-DHA) et la quercétine-7-Oisopropyl-3-

ODHA (Q-IP-DHA) (figure 1) ont ainsi été sélectionnés à la suite d’un projet de chimie 

médicinale.  
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Figure 1 : Structure chimique de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

 

L’efficacité de ces molécules pour limiter le stress oxydant et carbonylé a été évaluée (dans 

une étude précédente) in vitro sur un modèle de cellules rétiniennes (modèle ARPE-19). Une 

preuve de concept de l’efficacité in vivo a été effectuée seulement avec l’IP-DHA lors d’une 

étude précédente après une administration par voie intraveineuse (IV) sur souris ABCA4KO 

(modèle de la maladie de Stargardt) en mettant en évidence la protection des 

photorécepteurs des souris après induction de la dégénérescence des photorécepteurs par un 

stress lumineux aigu. C’est dans ce contexte que j’ai débuté mes travaux de recherche au sein 

de l’Institut Charles Gerhardt de Montpellier (ICGM) en collaboration avec l’Institut des 

Neurosciences de Montpellier (INM) et l’IBMM. Ainsi, le premier objectif de mon étude sera 

de développer et d’optimiser une formulation pour la voie orale adaptée aux caractéristiques 

physico-chimiques de l’IP-DHA (molécule LEAD) et de caractériser cette formulation (taille, 

charge de surface, stabilité, …). Le second objectif de l’étude sera d’évaluer l’efficacité de 

cette formulation d’IP-DHA par administration orale chez l’animal, avec un modèle induisant 

une dégénérescence des photorécepteurs par la lumière de manière aigu (intensité lumineuse 

forte sur un temps court) et chronique (intensité lumineuse faible sur un temps long). La voie 

orale est la voie d’administration privilégiée pour soigner des pathologies chroniques telle que 

la DMLA atrophique et maladie de Stargardt, car c’est une voie non invasive permettant la 

meilleure compliance pour le patient. Enfin, la Q-IP-DHA ayant montré des propriétés 

antioxydantes supérieures à l’IP-DHA lors des premières études in vitro, le troisième objectif 

sera de développer tout d’abord une formulation IV pour évaluer son efficacité et obtenir 

une preuve de concept in vivo. Dans un second temps, les résultats par voie IV étant 

concluants, nous développerons une formulation pour la voie orale pour évaluer son 

efficacité in vivo de la même façon que pour la molécule LEAD (IP-DHA). 
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Ce manuscrit est divisé en 6 chapitres : les chapitres 1 à 3 présentent la partie bibliographique 

et les chapitres 4 à 6 concernent les travaux réalisés au cours de cette thèse. 

 

Le chapitre 1 présentera l’anatomie et la physiologie du segment postérieur de l’œil avec une 

description du fonctionnement du cycle visuel. Les physiopathologies de la DMLA précoce, 

atrophique et exsudative ainsi que la maladie de Stargardt seront décrites. Pour finir, le 

mécanisme d’action commun qui régit ces pathologies sera détaillé. 

 

Le chapitre 2 présentera les avancées de la recherche sur les différentes thérapies (géniques, 

pharmacologiques et cellulaires) actuellement en phase clinique. Les travaux ayant conduit à 

la découverte des deux molécules lipophénoliques : IP-DHA et Q-IP-DHA développées par 

l’équipe SLB de l’IBMM contre le stress oxydant et carbonylé seront présentés avec les 

résultats des tests in vitro d’efficacité et de toxicité de ces molécules sur les cellules ARPE-19 

(cellules rétiniennes). Nous porterons une attention particulière aux tests d’efficacité in vivo 

sur des modèles de souris utilisés dans la recherche contre la dégénérescence maculaire avec 

une description de l’analyse fonctionnelle et morphologique de la rétine pour évaluer l’état 

de la rétine. 

 

Le chapitre 3 portera sur la problématique de la délivrance de substances actives (SA) jusqu’à 

la rétine qui se situe dans le segment postérieur de l’œil. Les différentes barrières 

physiologiques rencontrées pour pouvoir délivrer des SA dans cette partie de l’œil seront 

détaillées. Nous porterons une attention particulière aux différentes formulations décrites 

dans la littérature en fonction des voies d’administration (topique, orale et parentérale) pour 

améliorer la biodisponibilité des actifs dans le segment postérieur de l’œil. 

 

Le chapitre 4 présentera l’analyse des deux actifs d’intérêt : l’IP-DHA et la Q-IP-DHA afin de 

déterminer les verrous à lever grâce à la formulation. Ainsi, l’étude commencera par les 

caractéristiques physico chimiques tels que solubilité, Log P puis les études 

biopharmaceutiques avec une étude de leur stabilité en milieu gastrique et intestinal et une 
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étude in vitro sur modèle Caco-2 pour évaluer leur passage de la barrière intestinale. L’impact 

des caractéristiques des SA sur le choix de la formulation sera également discuté.  

 

Le chapitre 5 présentera le développement et la caractérisation de formulations IV et orale. 

Pour la voie IV, nous présenterons le développement d’une formulation micellaire pour 

pouvoir administrée la Q-IP-DHA chez l’animal. Pour la voie orale, nous présenterons le 

développement d’un système auto-nanoémulsifiant pour la délivrance de médicaments 

(SNEDDS) développé pour l’IP-DHA et le développement de nanocapsules lipidiques (LNC) 

pour la Q-IP-DHA qui ont ensuite été caractérisé (taille, de taux de chargement, de 

pourcentage d’encapsulation, …). 

 

Le dernier chapitre (chapitre 6) exposera les différentes évaluations réalisées in vivo afin de 

démontrer l’intérêt des formulations développées. Une analyse pharmacocinétique de l’IP-

DHA et la quantification des molécules issus de sa dégradation seront présentées. Ensuite, 

l’efficacité de la Q-IP-DHA formulée avec des micelles sera déterminée par administration IV 

chez la souris ABCA4KO après induction de la dégénérescence des photorécepteurs grâce à 

un stress lumineux aigu. Pour la voie orale, une étude dose réponse de l’efficacité de l’IP-DHA 

formulé avec les SNEDDS et de la Q-IP-DHA formulée avec les LNC sur des souris ABCA4KO et 

BALB/c sur leur capacité à protéger les photorécepteurs sera exposée. Enfin, le 

développement d’un nouveau modèle de dégénérescence des photorécepteurs grâce à un 

stress lumineux chronique sur ses souris BALB/c sera présenté ainsi que l’évaluation de 

l’efficacité de l’IP-DHA formulé avec les SNEDDS administré à différentes fréquences 

journalières. 
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Figure 2 : Présentation générale de la thèse 

 

Ces travaux de recherche regroupent l’ensemble du développement de deux molécules 

lipophénoliques développées pour la prise en charge de pathologies rétiniennes induites par 

un stress oxydant et carbonylé : la dégénérescence maculaire lié à l’âge et la maladie 

génétique de Stargardt (figure 2). Ce manuscrit présente à la fois le rationnel de synthèse des 

molécules, leur caractérisation physico-chimique et biopharmaceutique, le choix et le 

développement de formulations pour la voie intraveineuse et orale, et enfin la caractérisation 

de ces nouvelles formulations et leur efficacité sur deux modèles animaux. 
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Ce chapitre a pour objectif de décrire l’anatomie, la physiologie et la fonction des principales 

couches du segment postérieur de l’œil humain. La rétine et l’épithélium pigmentaire rétinien 

(EPR), étant les cibles des futures formulations développées, seront plus détaillées. Ensuite, 

un focus sera fait sur la physiopathologie de la DMLA et de la maladie génétique de Stargardt 

car la connaissance de la physiopathologie de ces maladies est indispensable pour en 

comprendre l’origine et ainsi pouvoir proposer un traitement approprié.  

 

I. Anatomie et physiologie du segment postérieur de l’œil  

L’œil est l’organe principal qui permet la fonction visuelle ; il capte les informations 

lumineuses et les transforme en signal électrique jusqu’à notre cerveau via le nerf optique. 

Chez l’homme, la vue représente 70% des sources d’informations perçues du monde extérieur 

et traitées par notre cerveau. Notre champ visuel s’étend en moyenne de 140° à la verticale 

et de 220° à l’horizontal. 

 

 

Figure 3: Figure schématique de l'œil humain 
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L’œil humain (figure 3) est un globe de 2,2 à 2,5cm de diamètre en moyenne et pèse entre 7 

et 8 grammes. Il est divisé en deux parties : le segment antérieur qui s’étend de la cornée 

jusqu’au cristallin et le segment postérieur qui se situe à l’arrière du cristallin.   

 

1.1 Cavité vitréenne et l’humeur vitrée 

La cavité vitréenne représente la plus grande cavité de l’œil (2/3 du volume de l’œil) et 

contient l’humeur vitrée (figure 3). Elle est délimitée dans sa partie antérieure par le cristallin 

et le corps ciliaire et, dans sa partie postérieure, par la rétine. L’humeur vitrée est un liquide 

visqueux transparent constitué majoritairement d’eau mais également d’acide hyaluronique, 

de fibronectine, de fibrilline, d’opticine et de collagène de type II à IX (indice de réfraction de 

1,33). L’humeur vitrée est majoritairement acellulaire ; seules quelques cellules hyalocytes 

peuvent parfois être détectées. La présence d’un grand nombre de cellules peut être le signe 

d’un processus pathologique dans les tissus adjacents. 

 

1.2 La rétine neurale 

La rétine est une membrane mince (0,25mm) sensible à la lumière qui se trouve dans le plan 

focal du système optique de l'œil et dont le rôle est la phototransduction (figures 3 et 4). Elle 

est délimitée à l'intérieur par la membrane limitante interne et à l'extérieur par la membrane 

de Bruch. La rétine est constituée de plusieurs couches de cellules différentes (figure 4) : une 

couche de cellules ganglionnaires qui transmet les signaux électriques au système nerveux 

central par le nerf optique (lieu de sortie des axones), la couche nucléaire externe (ONL) qui 

comprend les photorécepteurs (cônes et bâtonnets) et la couche nucléaire interne (INL) 

constituée de cellules amacrines, bipolaires, horizontales et des cellules de Müller [1]. Les 

photorécepteurs, les cellules ganglionnaires et les cellules amacrines permettent le relai des 

impulsions générées par la lumière alors que les cellules amacrines, horizontales et de Müller 

permettent de moduler leur activité. 
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Figure 4 : Représentation schématique de la structure de la rétine 

 

Les photorécepteurs sont constitués de deux types de cellules (figure 4) :  

• Les cônes (≈ 6 à 7 millions) principalement situés dans la rétine centrale (macula), sont 

responsables de la vision des couleurs, des formes des détails, et sont associés à la vision 

de jour (vision photopique) [2], 

• Les bâtonnets (≈ 115 millions) principalement situés dans la rétine périphérique, sont 

beaucoup plus sensibles à la lumière. Ils sont responsables de la vision des contours et 

des mouvements, et sont associés à la vision en basse luminosité (vision scotopique) [3].  
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La structure des cônes et des bâtonnets (figure 5) est assez similaire (présence de noyau, 

segment interne et externe) mais ils se distinguent par leur segment externe. Le segment 

externe des cônes est caractérisé par le repliement de la membrane plasmique alors que le 

segment externe des bâtonnets contient un empilement de disques entourés d’une 

membrane plasmique. Les disques présents dans le segment externe des bâtonnets 

contiennent un pigment visuel appelé rhodopsine (sensible à la lumière bleue-verte, max 

absorption ≈ 496nm), famille des récepteurs couplés à la protéine G (RCPG), possédant une 

fonction clef dans le cycle visuel (figure 6) [4]. Les disques des bâtonnets sont entourés par les 

microvillosités de l’EPR qui va permettre leurs phagocytoses de manière circadienne. Ils sont 

renouvelés dans le segment externe [5]. En fonction du pigment visuel qu’ils contiennent, 

nous retrouvons chez l’homme trois types de cônes (la rétine est dite trichromatique). Ils sont 

désignés par le bleu, le rouge et le vert (les opsines). Les disques présents dans les segments 

externes des cônes ne subissent pas la phagocytose circadienne et ont une durée de vie plus 

Figure 5 : Représentation schématique des cônes et bâtonnets 
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longue que les bâtonnets et leurs pigments visuels se situent dans l’empilement de la 

membrane plasmique. 

 

Figure 6 : Représentation schématique d'un disque contenant la protéine transmembranaire 
rhodopsine 

 

1.3 L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) 

L’épithélium pigmentaire rétinien (EPR) (figure 7) est une monocouche de cellules épithéliales 

qui joue un rôle crucial dans le maintien du bon fonctionnement de la fonction visuelle [6]. Il 

constitue la partie externe de la barrière hémato-rétinienne (BHR) qui possède des jonctions 

serrées afin de contrôler le passage de manière sélective des nutriments, de l’oxygène et de 

l’eau apporté par la choroïde jusqu’à la rétine ou inversement de la rétine jusqu’à la choroïde 

[7]. Le maintien de l’adhésion de la rétine se fait grâce à l’EPR. Il a également des fonctions 

physiques : sa composition en mélanine lui confère une capacité à absorber la lumière et ainsi 

à diminuer la diffusion de la lumière dans l’œil. Ses fonctions métaboliques et 

biochimiques permettent la phagocytose de la portion apicale des segments extérieurs des 

bâtonnets [8]. Enfin, le transport des métabolites formés et des vitamines (principalement la 

vitamine A) se fait à travers l’EPR [9]. 
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Figure 7 : Représentation de l’EPR et ses différentes fonctions [7] 

 

1.4 La sclère 

La sclère recouvre la majeure partie du globe oculaire (figure 3) ; il s’agit d’une zone opaque 

composée de fibrilles ramifiées et de faisceaux de collagène [10]. La sclère joue un rôle 

important dans la protection du contenu intraoculaire contre les chocs mécaniques et permet 

la convergence des rayons lumineux vers la rétine. Elle est vascularisée par les artères ciliaires 

antérieures et supérieures ainsi que par la choroïde [11]. 

 

II. Le cycle visuel  

Le mécanisme du cycle visuel de régénération du chromophore visuel, aussi appelé cycle de 

rétinoïdes, qui s’opère dans les bâtonnets est représenté sur la figure 8. Il implique plusieurs 

enzymes et protéines clés qui se situent à la fois au niveau des photorécepteurs et de l’EPR 

[12], dont la rhodopsine (pigment visuel), localisée dans la membrane des disques des 

bâtonnets. La rhodopsine est composée de l’isomère de l’aldéhyde de la vitamine A : le 11-cis 

rétinal, chromophore qui se situe au centre de ce pigment visuel [13], protéine à 7 domaines 

transmembranaires. Au cours du cycle visuel, l’absorption de la lumière se fait par la 

rhodopsine (11 cis-rétinal + opsine), ce qui provoque à la fois l’isomérisation du 11 cis-rétinal 

en tout-trans rétinal et sa dissociation de l’opsine.  
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Figure 8 : Figure schématique du cycle visuel, (R : Rhodopsine) [1]  

 

Dans le segment externe, le tout-trans rétinal peut aussi être réduit par le rétinol 

déshydrogénase 8 (RDH8) [14] (et par le rétinol déshydrogénase 12 (RDH12) dans le segment 

interne [15]) en tout-trans rétinol. Le tout-trans rétinal peut également réagir avec la 

phosphatidyléthanolamine (PE) et former le N-rétinylidène-phosphatidyléthanolamine 

(NRPE). Ce dernier est pris en charge par le transporteur ABCA4 ce qui permet de limiter 

l’accumulation du tout-trans rétinal dans l’espace intra-discal des photorécepteurs. Dans la 

physiopathologie de la maladie de Stargardt, le transporteur ABCA4 est muté, induisant une 

accumulation rapide de NRPE qui se transforme par une cascade de réactions, en bis-

rétinoïdes cytotoxiques qui seront décrites dans la partie suivante (Chapitre 1, partie 3.3). 

Dans un cycle normal, le rétinol tout-trans est logiquement transporté par la protéine 

interphotoreceptor retinol binding protein (IRBP) jusqu’à l’EPR puis jusqu’aux microsomes par 
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la cellular retinol bindingprotein-I (CRBP-I). Au niveau des microsomes, le tout-trans rétinol est 

esterifié en tout-trans rétinyl ester sous l’action de la lécithine rétinol acyltransférase (LRAT) 

[16]. Le tout-trans rétinyl ester va ensuite être hydrolysé et isomérisé par un complexe 

protéique incluant la RPE65, afin de donner le 11-cis rétinol [17]. Dans l’EPR, deux enzymes : 

majoritairement le RDH5 et minoritairement le RDH11 vont finalement oxyder le 11-cis rétinol 

pour produire à nouveau le 11-cis rétinal. Pour finir le 11-cis rétinal retourne dans le segment 

externe des photorécepteurs grâce aux enzymes CRALBP et IRBP afin de régénérer le pigment 

visuel. 

 

Il existe des différences importantes entre le cycle visuel des cônes et celui des bâtonnets liés 

à la différence de leurs photoréponses. Les bâtonnets sont saturés lorsque 500 rhodopsines 

sont photoisomérisées par seconde [18] alors que les cônes ont besoin de 1 million de 

photoisomérisation par seconde pour saturer leur réponse [19]. Pour les cônes, la 

régénération du 11-cis rétinal se fait par l’EPR mais également par les cellules de Muller, alors 

que seul l’EPR est impliqué dans le cycle des bâtonnets [20]. Le mécanisme des cônes n’est à 

ce jour pas encore entièrement établi et ne sera donc pas plus développé.  

 

III. La dégénérescence maculaire liée à l’âge et la maladie de 

Stargardt 

 

3.1 La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) 

La dégénérescence maculaire liée à l’âge (DMLA) est la cause principale de cécité dans le 

monde chez l’adulte [21] et représente un enjeu de santé mondiale grandissant face à  

l’augmentation croissante du nombre de personnes âgées [22]. Actuellement, sa prévalence 

dans le monde est d’environ 170 millions de personnes [23]. La DMLA est une maladie 

dégénérative chronique de la rétine qui apparait à partir de l’âge de 50 ans et qui touche 

principalement la macula, partie centrale de la rétine, responsable de la vision précise. 

L’étiologie de la maladie est multifactorielle. Le facteur de risque principal est l’âge [24] car en 

vieillissant les espèces prooxydantes augmentent et les défenses antioxydantes sont moins 

actives ce qui contribue en partie au vieillissement rétinien. Des facteurs génétiques [25], des 
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phénomènes inflammatoires [26] et l’hypertension artérielle peuvent aussi intervenir dans 

l’apparition et l’évolution de la maladie . Enfin, des facteurs environnementaux exogènes tels 

que l’alimentation, l’alcool et le tabagisme [27] jouent un rôle important dans la progression 

de la maladie.  

 

 

 

Figure 9 : Cliché de fond d'œil : une rétine seine (A), une maculopathie liée à l'âge (B), une 
DMLA atrophique (C) et une DMLA exsudative (D) 

 

3.1.1 Maculopathie liée à l’âge 

La maculopathie liée à l’âge est la forme la plus précoce de la maladie. Elle se manifeste par 

l’apparition de dépôts blanchâtres (figure 9B) autour de la macula et de modifications 

pigmentaires [28]. La plupart du temps, cette phase est asymptomatique ou peut être 

accompagnée par une baisse de la vision et/ou une moins bonne sensibilité aux contrastes. 

Cette maladie est évolutive et peut conduire à une DMLA atrophique et exsudative. Elle peut 

être détectée en effectuant un fond d’œil. 

 

3.1.2 DMLA atrophique 

La forme atrophique ou forme sèche (figure 9C) de la maladie est caractérisée par une 

dégénérescence des cellules de l’EPR et par une perte progressive des photorécepteurs 

induisant un amincissement de la macula [29]. Les patients présentent en général une grande 

difficulté pour la lecture ainsi qu’un début d’apparition d’un scotome central (tache noire au 

centre de la vision). Le diagnostic se fait par fond d’œil et par angiographie à la fluorescéine. 

A ce jour, il n’existe toujours pas de traitement préventif ou curatif pour traiter la forme 
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atrophique de la DMLA qui représente 85% des formes. Certaines études (AREDS) montrent 

qu’avec une alimentation riche en anti-oxydants, oméga-3 et caroténoïdes, les risques de 

progression de la maladie peuvent diminuer (chapitre 2, partie 1). 

 

3.1.3 DMLA exsudative 

La forme exsudative ou forme humide se manifeste avec la formation de néovaisseaux [30] 

(figure 9D) au niveau de l’EPR et/ou de la rétine qui vont provoquer une accumulation de sang 

et de liquide et induire un décollement de l’EPR et des cellules rétiniennes. Les symptômes 

vont de l’aggravation du scotome (figure 10) associée à une baisse brutale de la vision. La 

détection de l’apparition de ces vaisseaux se fait par angiographie au vert d’infracyanine pour 

observer le réseau vasculaire de la rétine associée à un examen de tomographie à cohérence 

optique (OCT) pour un diagnostic précis. 

 

 

Figure 10 : Symptôme du scotome central chez un patient atteint de DMLA 

 

La DMLA de forme exsudative a fait l’objet de nombreuses recherches scientifiques ces 

dernières années. Des essais cliniques ont permis de développer des traitements qui pour 

ralentir la progression de la maladie tels que : 

• le laser thermique pour limiter la taille du scotome [31], 

• l’injection intravitréenne d’anti-angiogéniques (anti-VEGF) tel que le ranibizumab 

Lucentis© [32] ou  le bevacizumab Avastin©[33] pour limiter la formation de 

néovaisseaux choroïdiens, 
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• la photothérapie dynamique (PDT) pour réaliser une occlusion des néovaisseaux 

choroïdiens de façon très sélective [34]. 

3.2 La maladie de Stargardt de type 1 

La maladie génétique de Stargardt est une maladie autosomique récessive impliquant une 

mutation du gène ABCA4 [35]. Sa prévalence est d’environ 1/10 000 [36], la maculopathie 

héréditaire est la forme la plus fréquente qui intervient chez l’enfant entre 7 et 12 ans [37].  

 

Le transporteur ABCR, produit par le gène ABCA4, fait partie de la famille des transporteurs 

ABC qui utilisent l’hydrolyse de l’ATP pour transporter des substrats [38], il est situé sur la 

membrane des disques des segments externes des photorécepteurs et joue un rôle 

prépondérant dans le cycle visuel. Lors de la mutation du gène ABCA4, le transporteur n’est 

plus actif et cela va induire une accumulation de composés cytotoxiques (A2E) précoce et 

rapide provoquant une perte de la vision. 

 

La maladie se caractérise alors par une atrophie maculaire avec l’apparition de dépôts de 

lipofuscine « flecks » [40] au niveau de l’EPR (figure 13). Les symptômes sont proches de ceux 

de la DMLA : une baisse de l’acuité visuelle incluant un scotome central [41] avec une 

diminution de la vision des couleurs associée à une sensibilité exacerbée à la lumière. 

 

Figure 11 : Flecks chez un patient atteint de la maladie de Stargardt [39] 

 



Chapitre 1 : Anatomie, physiologie du segment postérieur de l’œil et maladies rétiniennes 

35 

 

3.3 Mécanisme d’action commun de la physiopathologie de Stargardt et 

de la DMLA atrophique lié au stress oxydant et carbonylé 

Le stress oxydant et carbonylé (COS) intervient dans le mécanisme d’action 

physiopathologique de ces maladies. D’un point de vue général, le stress oxydant et carbonylé 

apparait quand les mécanismes de détoxification cellulaire endogènes sont saturés par la 

surproduction de radicaux libres. En condition physiologique normale, la rétine est fortement 

exposée à des conditions de stress oxydant du fait de sa consommation en oxygène (tissu le 

plus consommateur du corps humain), de sa richesse en acide gras polyinsaturés qui vont 

s’oxyder et produiront des dérivés carbonylés, de son exposition aux rayons UV et de son 

important métabolisme lié au renouvellement continuel des disques des segments externes 

des photorécepteurs [42]. 

 

Comme décrit précédemment (chapitre 1, partie 2), chez une personne saine la production du 

tout-trans rétinal se fait par photoisomérisation du 11-cis rétinal. Il est ensuite transformé en 

NRPE pour être utilisé pour la régénération du pigment visuel. L’accumulation du tout-trans 

rétinal est le point de départ de ces maladies. En effet le tout-trans rétinal est considéré 

comme un stresseur carbonylé et présente une certaine cytotoxicité [43] pouvant agir sur les 

mitochondries et provoquer l’apoptose des cellules [44]. 

 

En condition « normale » une partie du NRPE est transporté dans le cytosol par le transporteur 

lipidique ABCA4 (chapitre 1, partie 2) pour être réduit en rétinol tout-trans [45] alors que dans 

la maladie de Stargardt, le transporteur n’est pas actif et va induire l’accumulation précoce et 

rapide du NRPE et du tout-trans rétinal [46]. 

 

Avec l’âge le tout-trans rétinal va également s’accumuler anormalement. Dans les 2 cas,  il va 

réagir de par la forte réactivité que lui confère sa fonction aldéhyde avec la 

phosphatidyléthanolamine (PE), par une réaction de stress carbonylé pour former l'adduit N-

rétinylidène-phosphatidyléthanolamine (NRPE) [47] (figure 12). Toujours par une réaction 

impliquant un stress carbonylé, une partie du NRPE va réagir avec une 2nd molécule de tout-

trans rétinal et subir un réarrangement et une oxydation pour former de manière irréversible 

un bis rétinoïde appelé di-rétinoïde-pyridinium-phosphatidyléthanolamine (A2-PE), qui par 
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hydrolyse va former le di-rétinoïde-pyridinium (A2E) [48]. L’A2E va venir s’accumuler dans 

l’EPR, il constitue le principal composant de la lipofuscine (figure 12) [49]. A une certaine 

concentration l’A2E provoque une augmentation de la production de ROS [50], une 

inflammation [51], altère l’intégrité des membranes cellulaires [52] et va diminuer le 

métabolisme de phagocytose des segments externes. De plus l’A2E peut lui-même s’oxyder 

par photooxydation et former de nouveaux métabolites (époxydes, peroxydes, … ) également 

toxiques pour l’EPR [53]. 

 

En résumé, ces 2 maladies résultent de l’accumulation de lipofuscine, composée par différents 

bis-rétinoïdes cytotoxiques (dont l’A2E) qui vont induire la dégénérescence de l’EPR et des 

photorécepteurs [54]. Ces bis-rétinoïdes proviennent des segments externes des 

photorécepteurs via un double stress oxydant et carbonylé [55] et sont transportés vers l’EPR 

par phagocytose de la membrane du segment externe du photorécepteur [56]. Ces bis-

rétinoïdes vont fusionner avec les lysosomes pour former des phagolysosomes [57]. Dans le 

cas de la DMLA, avec l’âge les bis-rétinoïdes vont s’accumuler de manière progressive et 

former des agrégats de lipofuscine [58]. Cette accumulation est bien plus rapide dans le cas 

des patients atteints de Stargardt. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 Figure 12 : Schéma de la formation du bis-rétinoïde toxique A2E 



Chapitre 1 : Anatomie, physiologie du segment postérieur de l’œil et maladies rétiniennes 

37 

 

Aujourd’hui il n’existe aucun traitement sur le marché pour soigner ou prévenir la DMLA 

atrophique et la maladie génétique de Stargardt. Trouver un traitement préventif ou curatif 

est un enjeu de santé publique majeur qui va s’accentuer avec le vieillissement de la 

population. Il est donc urgent de proposer des solutions thérapeutiques nouvelles et 

innovantes. 

 

IV. Conclusion 

Dans ce chapitre nous avons décrit l’anatomie et la physiologie du segment postérieur de l’œil 

ainsi que le mécanisme du cycle visuel des rétinoïdes. Les origines, les symptômes et les 

diagnostics de ces pathologies ont été décrits et le mécanisme d’action commun de double 

stress carbonylé et oxydant à ses 2 pathologies et leurs conséquences expliqués. La 

connaissance des mécanismes physiopathologiques est indispensable pour comprendre et 

analyser la maladie et sa progression. Cette connaissance a été le point de départ de cette 

recherche pour pouvoir réfléchir, développer et proposer de nouvelles molécules d’intérêt 

capables d’agir sur les mécanismes en question. La compréhension de l’anatomie et de la 

physiologie de l’œil est également très importante pour comprendre la composition des 

différentes barrières physiologiques et ainsi améliorer la biodisponibilité des molécules 

administrées. Le prochain chapitre mettra en lumière les cibles et les traitements en cours de 

développement clinique et s’attardera sur les molécules développées par le laboratoire pour 

réduire à la fois le stress oxydant et carbonylé impliqués dans ces pathologies. 
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Afin de pallier l’absence de traitement, de nouvelles thérapies ont été envisagées pour le 

traitement de la DMLA atrophique et la maladie génétique de Stargardt. Dans cette partie, 

nous allons présenter les traitements en phase clinique puis nous nous concentrerons sur les 

deux dérivés lipophénoliques développés dans notre laboratoire en présentant les résultats 

ayant permis de mettre en évidence leurs potentiels effets thérapeutiques. 

 

I. Traitements en phase clinique 

La DMLA atrophique étant une maladie multifactorielle impliquant stress oxydant et 

carbonylé, inflammation, génétique et facteurs environnementaux (Chapitre 1, partie 3.1), les 

axes de recherche sont variés et peuvent aller de la formulation d’antioxydants, d’anti-

inflammatoires, d’agents neuroprotecteurs, mais aussi à la thérapie cellulaire, la thérapie 

génique et la thérapie par laser ou la réduction de la production de bis-rétinoïdes. 

 

1.1 Molécules antioxydantes 

La progression de la DMLA et de la maladie de Stargardt est fortement liée aux dommages 

induits par le stress oxydant, les facteurs environnementaux, les rayons UV. Le stress oxydant 

va entrainer des dommages et la dégénérescence des cellules de l’EPR. Les thérapies en 

développement clinique pour diminuer ce stress ont été reportées dans le tableau 1. 

 

L’étude AREDS correspond à une prise journalière de compléments alimentaires antioxydants 

composés de vitamine C et E, de bêta-carotène, de cuivre et de zinc. Cette étude a montré 

une diminution du risque de progression de la maladie de 25%. L’étude AREDS 2 ajoute aux 

compléments alimentaires de l’étude AREDS de la lutéine, de la zéaxanthine, de l’acide 

docosahexaénoïque (DHA) et de l’acide eicosapentaénoïque (EPA) et diminue les doses de zinc 

et de bêta-carotène. 
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Tableau 1 : Molécules antioxydantes en phase clinique 

Molécule/Etude Action 

thérapeutique 

Voie 

d’administration 

Phase 

de 

dévelop

pement 

Efficacité 

Compléments 

alimentaires 

(AREDS) 

Protection contre le 

stress oxydant et 

photo-oxydant  

Orale Phase 

III 

Diminution de 

25% de la 

progression 

 [59] 

 Compléments 

alimentaires 

(AREDS 2)  

Protection contre le 

stress oxydant et 

photo-oxydant  

Orale Phase II Diminution de 

25% de la 

progression  

[60] 

OT-551 

 

Protection contre le 

stress oxydant et 

photo-oxydant  

Instillation locale Phase II Non prouvée [61] 

MC-1101 Vasodilatateur avec 

propriétés 

antioxydantes  

Instillation locale Phase 

II/III 

En cours 

d’évaluation 

(NCT02127463) 

 

La formule AREDS 2 a montré une efficacité similaire à l’étude AREDS dans la prévention du 

risque de développer la maladie chez les patients à risque. La molécule 0T-551 possède une 

activité antioxydante et a prouvé son efficacité dans les études précliniques réalisées chez le 

rat. Cependant, lors du passage en phase clinique, l’étude de phase 2 n’a pas permis de 

prouver son efficacité après instillation topique. MC-1101 est toujours en cours d’évaluation. 

 

1.2 Molécules anti-inflammatoires 

Le processus inflammatoire intervient dans la DMLA notamment par le système du 

complément [62] qui joue un rôle très important dans le système de défense de l’organisme 

lors d’une infection par des agents pathogènes. La voie du complément produit notamment 

la molécule C5 qui forme le complexe d’attaque membranaire (MAC). L’activation chronique 

de MAC engendrant la mort cellulaire de cellules de l’EPR (une des causes de la DMLA), un des 
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axes de recherche porte sur l’inhibition du système du complément (tableau 2). Cependant, 

ces traitements sont limités pour une administration par une voie non invasive car il s’agit 

souvent de molécules de haut poids moléculaire (PM) qui diffusent difficilement au travers 

des différentes barrières physiologiques [60]. 

 

Tableau 2 : Molécules anti-inflammatoires en phase clinique 

Traitement Action 

thérapeutique 

Voie 

d’administration 

Phase de 

développement 

Efficacité 

Pegcetacoplan (APL-

2) 

Inhibition de 

complément C3 

Intravitréen Phase III Diminution 

de 29% de la 

progression 

en phase 2  

[63] 

 Rapamicyn  

 

Immunosuppresseur Sub 

conjonctivale 

Phase I/II Non prouvée  

[64] 

Eculizumab 

(anticorps IgG) 

Inhibition de 

complément C5 

IV Phase II Non prouvée  

[65] 

Risuteganib 

 

Inhibition de 

l’intégrine 

Intravitréen Phase II Amélioration 

de l’acuité 

visuelle [66] 

Lampalizumab 

(fragment d’anticorps 

monoclonal) 

Inhibition du facteur 

D du complément 

Intravitréen Phase III Non prouvée  

[67] 

Zimura (aptamère) Inhibition de 

complément C5 

Intravitréen Phase II/III Diminution 

de 27% de la 

progression 

[68]  

Tedisolumab Inhibition de 

complément C5 

Intravitréen Phase II Non prouvée 

 [69] 
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1.3 Inhibiteurs du cycle visuel 

Le cycle visuel est essentiel pour renouveler le pigment visuel (rhodopsine) mais il est 

également responsable de la production de molécules cytotoxiques (A2E et ses dérivés 

métaboliques) et de l’accumulation de lipofuscine. Un des axes de recherche est de prévenir 

l’accumulation de ces molécules en limitant des réactions de ce cycle (tableau 3). 

 

Tableau 3 : Molécules ciblant le cycle visuel en phase clinique 

Traitement Action 

thérapeutique 

Voie 

d’administration 

Phase de 

développement 

Efficacité 

Emixustat 

hydrochloride 

(EMX) 

 

 

Ciblage RPE65 et 

réduction du tout-

trans rétinal 

Orale Phase III Non prouvée 

[70] 

ALK-001 (C20-D3-

vitamine A) 

 

Réduction de 

l’accumulation de 

lipofuscine 

 [71] 

Orale Phase II/III En cours 

d’évaluation 

GSK933776 

(anticorps 

monoclonal) 

Inhibiteur de β-

amyloid 

(activateur de la 

cascade du 

complément) 

IV Phase II Non prouvée 

[72] 

MRZ-99030 

 

Empêche la 

formation 

d'espèces β-

amyloïdes  

[73] 

Instillation locale Phase II En cours 

d’évaluation 

 

1.4 Agents neuroprotecteurs 

Les agents neuroprotecteurs agissent sur la réduction de l’apoptose par l’intermédiaire de 

molécules anti-apoptotiques tels que les facteurs de croissance (tableau 4). 
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Tableau 4 : Molécules neuroprotectrices en phase clinique 

Traitement Action 

thérapeutique 

Voie 

d’administration 

Phase de 

développement 

Efficacité 

 

Tartrate de 

brimonidine 

 

Augmente la survie 

cellulaire 

Implant 

intravitranéen 

Phase II 

terminée. 

Phase III en 

cours 

Diminution de la 

progression de 

l’atrophie 

géographique 

 [74] 

Facteur 

neurotrophique 

ciliaire (CNTF) 

Action sur la survie 

et la différenciation 

cellulaire 

Implant intra-

occulaire 

Phase II Non prouvée [75] 

 

1.5 Thérapie génique 

Les thérapies géniques présentées ici agissent soit sur le gène Abca4 pour la maladie de 

Stargardt soit sur les gènes codant pour le système du complément (tableau 5). La thérapie 

génétique permet l’administration du traitement en une seule fois [74]. Toutefois, l'American 

Academy of Ophthalmology recommande d'éviter la thérapie génique du fait de la 

connaissance incomplète de la pathogénèse génétique de la DMLA. 

 

Tableau 5 : Traitements par thérapie génique en phase clinique 

Traitement Action thérapeutique Voie 

d’administration 

Phase de 

développement 

Efficacité 

SAR422459 Virus recombinant 

exprimant ABCA4 

Sub-rétinien Phase I/II Non prouvée 

[76] 

 

GT005 Vecteur viral adéno-

associé codant pour un 

facteur du complément 

Sub-rétinien Phase II En cours 

d’évaluation 

(NCT03846193) 

 

AAVCAGsCD59 Inhibiteur de la 

formation de MAC 

(Membrane Attack 

complex) 

Intravitréen Phase II En cours 

d’évaluation 

(NCT04358471) 
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1.6 Thérapie cellulaire 

Les cellules de l’EPR permettent le bon fonctionnement des cellules photoréceptrices. Lorsque 

ces cellules dégénèrent, les cellules photoréceptrices dégénèrent à leur tour entrainant la 

perte de la fonction visuelle. La thérapie cellulaire (tableau 6) permettrait de remplacer les 

cellules de l’EPR endommagées et essentielles pour le maintien de la fonction visuelle. Les 

cellules souches qui se différencient en cellules de l’EPR semblent efficaces mais très 

couteuses à produire. Pour limiter les risques de rejet des cellules souches, des 

immunosuppresseurs sont souvent prescrits en même temps. Il existe également un risque de 

multiplication incontrôlée des cellules qui peut entraîner une croissance tumorale [77]. 

 

Tableau 6 : Thérapie cellulaire en phase clinique 

Traitement Action 

thérapeutique 

Voie 

d’administration 

Phase de 

développement 

Efficacité 

MA09-hRPE Transplantation 

de cellules de 

l’EPR 

Transplantation 

sub-rétinienne 

Phase I/II Augmentation de 

l’acuité visuelle 

[78] 

 Cellules souches 

embryonnaires 

humaines (hESC) 

/ Transplantation 

sub-rétinienne 

Phase I Augmentation de 

l’acuité visuelle 

[79] 

 Palucorel Cellules souches 

dérivées du tissu 

ombilical humain 

Délivrance sub-

rétinienne 

Phase II  Non prouvée [80] 

 

1.7 Autres thérapies  

D’autres thérapies peuvent permettre la diminution de la progression de ces maladies telles 

que des traitements au laser ou une nouvelle thérapie ciblant le système mitochondrial 

(tableau 7). 
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Tableau 7 : Autres thérapies (thérapies au laser ou ciblant la mitochondrie en phase clinique) 

Traitement Action thérapeutique Voie 

d’admini

stration 

Phase 

de 

dévelop

pement 

Efficacité 

Laser à micro-

impulsions à seuil 

bas 

Diminution du facteur 

de croissance de 

l’endothélium vasculaire 

(anti-VEGF), 

augmentation du 

facteur dérivé de l’EPR 

/ Phase I Diminution de la 

progression de 

l’atrophie géographique 

[81] 

Laser nanoseconde 

à seuil bas 

Diminution de 

l’épaisseur de la 

membrane de Brush  

/ Phase III Non prouvée [82] 

Elamipretide 

 

Augmentation de la 

production d’ATP et 

protège la structure 

mitochondriale 

Sous-

cutanée 

Phase I Effets positifs sur la 

fonction visuelle 

particulièrement en 

condition de basse 

luminosité 

 [83] 

 

1.8 Conclusion sur les thérapies en développement clinique 

Actuellement, la détection de la DMLA atrophique et de la maladie de Stargardt se fait en 

grande partie par le suivi des facteurs de risque chez le patient et grâce à la détection précoce 

de la détérioration visuelle [84]. Une fois le diagnostic posé, le patient est suivi régulièrement 

pour contrôler l’évolution de la maladie et il lui est fortement suggéré de diminuer son 

exposition aux facteurs de risques environnementaux tels que le tabac et les UV. Les essais 

cliniques en cours sur tous les axes présentés sont prometteurs et leurs avancées sont à suivre 

de près. La plupart des molécules qui ont été stoppées lors des essais cliniques présentaient 

une faible efficacité ou un ratio bénéfice/risque défavorable. Compte tenu du nombre 

croissant de patients atteints par ces pathologies, il est important de travailler sur le 

développement de nouveaux traitements aussi bien curatifs que préventifs. 
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II. Molécules lipophénoliques développées par le laboratoire 

Comme décrit précédemment (chapitre 1, partie 3.3), le tout trans-rétinal s’accumule dans le 

temps et réagit avec la PE via un double mécanisme de stress oxydant et carbonylé. A terme, 

il se transforme en A2E et en d’autres dévirés métaboliques de l’A2E également cytotoxiques. 

Le tout-trans rétinal présentant lui aussi un effet toxique pour les cellules rétiniennes, il 

contribue ainsi au mécanisme de dégénérescence. Les actifs ont été développés afin de limiter 

la formation de l’A2E en diminuant l’étape de stress oxydant et carbonylé à l’origine de sa 

formation.  

 

Dans l’objectif de proposer un traitement pour la DMLA atrophie et la maladie de Stargardt 

avec un mécanisme original, des molécules lipophénoliques ont été synthétisées par l’équipe 

SLB de l’IBMM spécialisée dans la Synthèse de Lipides Bioactis. Le rationnel de ces molécules 

repose sur une molécule hybride avec, une partie polyphénolique pour son action piégeuse 

de trans rétinal et réductrice d’espèces réactives à l’oxygène (ROS), et une partie lipidique 

visant à augmenter la biodisponibilité au sein du tissu rétinien. Une molécule « Lead » : le 

phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA (IP-DHA) a été découvert suite à un 1er screening de 

molécules pour limiter le stress oxydant et carbonylé impliqués dans ces deux pathologies 

induisant la formation d’entités telle que l’A2E (figure 13). Dans un 2eme temps, une molécule 

« back-up Lead » : la quercétine-7-Oisopropyl-3-ODHA (Q-IP-DHA) a été synthétisé dans le 

but d’augmenter le caractère anti-oxydant de la molécule Lead. 
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Figure 13 : Mécanisme de la molécule Lead (IP-DHA) et de la molécule backup Lead (Q-IP-
DHA) pour limiter le stress oxydant et carbonylé 

 

2.1 Phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA (IP-DHA) 

Le premier composé développé est le phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA (IP -DHA) qui peut être 

décomposé en 2 parties : une partie phénolique avec le phloroglucinol et une partie lipidique 

avec le DHA (acide docosahexaénoïque) liées entre elles de manière covalente par une liaison 

ester. Pour finir, une fonction isopropyle a été ajoutée sur le phloroglucinol (figure 14) pour 

augmenter la nucléophilie de la molécule vis-à-vis de la fonction aldéhyde du tout trans-rétinal 

et ainsi augmenter potentiellement son action de piégeage directe visant à réduire la 

concentration en tout trans-rétinal. 
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Cette molécule est issue de l’étude de la bibliographie et de nombreuses expériences. Dans la 

littérature, les phénols et polyphénols sont bien connus pour leur capacité antioxydante [85] 

et leur capacité à piéger des entités carbonylées électrophiles (leur permettant de présenter 

des propriétés anti-stress carbonylé). Le phloroglucinol connu sous la spécialité Spasfon®, a 

déjà démontré des propriétés antioxydantes sur cellules [86] et une activité de 

neuroprotection sur des modèles animaux contre la maladie d’Alzheimer [87]. Enfin, des 

études in vitro récentes sur des cellules d’EPR et de photorécepteurs issus de cultures 

primaires de rat ont démontré l’effet de protection du phloroglucinol sur les cellules 

rétiniennes contre le stress oxydant et carbonylé (induit par H2O2 et le tout-trans rétinal) en 

piégeant le tout trans-rétinal et les ROS, diminuant ainsi la formation d’A2E [88]. 

 

Pour augmenter le caractère lipophile de la molécule et ainsi sa biodisponibilité et son accès 

au tissu rétinien, une partie lipidique a été greffée sur le phloroglucinol. Le choix du greffage 

de la partie lipidique a été fait par rapport à la composition des cellules photoréceptrices. La 

membrane des disques des photorécepteurs où se concentre le tout-trans rétinal est 

composée à plus de 50% de DHA [89], acide gras polyinsaturé (Oméga 3, C22:6) synthétisé en 

faible quantité par le foie à partir de l’acide α-linolénique (C18:3). Cet acide gras doit donc 

être majoritairement apporté par l’alimentation pour subvenir à nos besoins journaliers. De 

plus, la quantité de DHA retrouvée dans le cerveau et la rétine augmente chez l’animal 

nouveau-né après des prises régulières de DHA sous la forme de complément alimentaire [90]. 

Ainsi, en greffant le DHA au phloroglucinol, la lipophilie de la molécule sera augmentée pour 

faciliter sa pénétration au travers des membranes physiologiques et son accès au tissu 

rétinien. Le DHA étant indispensable au bon fonctionnement de la rétine, des 

Figure 14 : Structure chimique du phloroglucinol-Oisopropyl-
ODHA (IP-DHA) 
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supplémentations à forte dose en DHA peuvent réduire la progression de la DMLA [91] et ainsi 

permettre :  

• de renouveler les segments externes par la resynthèse d’une nouvelle membrane [92], 

• le maintien de l’activité mitochondriale [93], 

• d’apporter des propriétés anti-inflammatoires [94], 

• d’apporter des propriétés anti-apoptotiques [95], 

• d’apporter des propriétés antioxydantes [96], 

• de fluidifier la membrane des disques et favoriser la phototransduction. 

 

Enfin, l’oxydation enzymatique du DHA dans l’EPR permet le formation d’un médiateur 

spécifique du DHA et plus efficace : la neuroprotectine D1 (NPD1) [97]. La NPD1 induit la survie 

cellulaire des cellules de l’EPR par régulation positive des protéines anti-apoptotiques (Bcl-2) 

[98], inhibition de l’activation de la caspase-3 lors d’un stress oxydant [99], inhibition de 

l’apoptose induit par l’A2E [100] et inhibition de l’expression de la cyclooxygénase-2 (COX-2) 

[101]. Face aux potentiels bénéfices des polyphénols et du DHA, une synergie d’action est 

également envisageable en utilisant ce type de molécule hybride. 

 

Le phloroglucinol a donc été isopropylé puis couplé au DHA par une fonction ester pour former 

l’IP-DHA. L’importance du greffage de la chaine DHA et de la fonction isopropyle sur l’efficacité 

de l’IP-DHA a été démontrée in vitro, contre le stress oxydant et carbonylé, et elle sera 

présentée dans les parties suivantes. 

 

2.1.1 Impact du greffage du DHA et de l’isopropyle sur l’efficacité de 

protection de l’IP-DHA contre le stress carbonylé. 

Pour mesurer l’impact du greffage de l’isopropyle et du DHA, une étude de viabilité cellulaire 

a été réalisée sur cellules ARPE-19, lignée cellulaire de l’EPR avec ces différentes molécules 

(figure 15). 
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Figure 15 : Molécules testées pour déterminer l'impact de l'isopropyle et du DHA sur la 
viabilité cellulaire 

 

Les composés : phloroglucinol, phloroglucinol-isopropyl, phloroglucinol-DHA et l’IP-DHA ont 

été incubés avec les cellules d’EPR à 10 et 40µM pendant 1h puis les cellules ont été soumises 

à un stress carbonylé par l’introduction du tout-trans rétinal (noté AtR) à 25µM pendant 4h. 

La viabilité cellulaire a ensuite été mesurée avec un test MTT après 16 à 20h d’incubation. Les 

cellules non traitées correspondent à 100% de survie cellulaire (contrôle positif) alors que les 

cellules traitées uniquement avec le tout-trans rétinal correspondent au contrôle négatif. 

 

Tableau 8 : Résultats de  l’étude de viabilité cellulaire après incubation de différentes 
molécules [102] 

Composés Survie cellulaire à 10µM 

(%) 

Survie cellulaire à 40µM 

(%) 

Non traitées (contrôle +) 100  

Tout-trans rétinal (contrôle -) 29,1 ± 5,4 

Phloroglucinol 35,5 ± 3,3 41,6 ± 9,2 

Phloroglucinol-isopropyl 30,6 ± 1,2 32,7 ± 1,8 

Phloroglucinol-DHA 25,8 ± 3,7 21,9 ± 3,8 

Phloroglucinol-Oisopropyl-ODHA 43,2 ± 7,5 66,8 ± 8,6 
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L’incubation de tout-trans rétinal seul induit une mort cellulaire d’environ 70% par rapport 

aux cellules non traitées (contrôle positif) (tableau 8). Le phloroglucinol à 40µM permet une 

amélioration de la survie cellulaire de 10% environ. Le greffage de l’isopropyle ou du DHA sur 

le phloroglucinol ne permet pas d’augmenter la survie cellulaire de manière significative par 

rapport au contrôle négatif. Cependant, le phloroglucinol avec les deux greffages isopropyle 

et DHA à 40µM entraine une augmentation d’environ 36% de la survie cellulaire par rapport 

au contrôle négatif. Cette évaluation a permis de mettre en évidence l’importance de la 

présence de ces deux fonctions pour augmenter la survie cellulaire face à un stresseur 

carbonylé de type trans-rétinal. 

 

2.1.2 Evaluation in vitro de l’efficacité de l’IP-DHA contre le stress carbonylé : 

effet dose -réponse 

L’évaluation de l’efficacité de protection de l’IP-DHA a été effectuée sur la lignée cellulaire 

ARPE-19 de la même façon que le test précédent. Dans cette étude, l’IP-DHA a été incubé sur 

les cellules ARPE-19 entre 10 et 40µM pendant 1h. Le tout-trans rétinal a été incubé à la même 

concentration et pendant le même intervalle de temps. 

 

 

Figure 16 : Résultats de survie cellulaire après incubation de l'IP-DHA (10 à 40µM) et de tout-
trans rétinal à 25µM [102] 

 

L’IP-DHA permet une protection des cellules de façon dose dépendante (figure 16). Le tout-

trans rétinal entraine la mort des cellules de l’EPR, la survie cellulaire observée après son 
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incubation est de 39%. Avec l’IP-DHA à 40µM, la survie cellulaire est d’environ 75% soit une 

augmentation de 36%. 

 

L’IP-DHA permet donc d’augmenter la survie cellulaire d’une lignée d’EPR de manière 

significative après l’introduction d’un stress carbonylé produit par excès de trans-rétinal 

retrouvé dans les physiopathologies de la DMLA et de la maladie de Stargardt. Cependant le 

test ne nous permet pas de savoir si la protection est due à un piégeage direct du tout-trans 

rétinal par l’IP-DHA ou par détoxification enzymatique [102]. 

 

2.1.3 Evaluation in vitro de l’efficacité de l’IP-DHA contre le stress oxydant 

L’activité antioxydante de l’IP-DHA a été évaluée également sur cellules ARPE-19 en mesurant 

la quantité de ROS produite grâce au greffage d’une sonde fluorescente de diacétate de 

dichlorodihydrofluorescéine (DCFDA). L’induction du stress oxydant a été réalisée en incubant 

de l’H2O2 (peroxyde d’hydrogène) à 600µM sur les cellules pendant 4h. En amont, l’IP-DHA a 

été introduit dans le milieu cellulaire pendant 1h à différentes concentrations : 10, 40 et 80µM 

(figure 17). 

 

Figure 17 : Résultats de l’évaluation de l’activité antioxydante de l’IP-DHA à différentes 
concentrations après induction de la production de ROS par de H2O2 [103] 
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L’H202 permet d’induire la production de ROS, le contrôle positif correspond donc aux cellules 

traitées uniquement avec H202 (100% de ROS)..Un prétraitement des cellules avec l’IP-DHA 

permet d’observer une diminution significative de la production des ROS à partir de 10µM de 

lipophénol et ce jusqu’à 30% avec 80µM [103] mais la différence entre un prétraitement à 10 

et 80µM n’est pas significative (efficacité non dose dépendante). Suite à ces premiers résultats 

in vitro, l’IP-DHA a démontré son efficacité contre le stress oxydant et carbonylé sur culture 

primaire (photorécepteurs et rétine neurale), sa capacité d’activer les systèmes enzymatiques 

antioxydants de la voie Keap1-Nrf2, d’augmenter l’activité de la catalase et de restaurer 

l’activité mitochondriale, perturbée par les concentrations toxiques en trans-rétinal [104]. 

 

Pour conclure, les tests in vitro réalisés avec l’IP-DHA permettent de mettre en avant qu’il 

possède des propriétés d’anti-stress carbonylé intéressantes mais des propriétés d’anti-stress 

oxydant limitées qui pourraient être améliorées. 

 

2.1.4 Evaluation in vivo de l’efficacité de l’IP-DHA contre la dégénérescence 

induite par la lumière sur modèle souris ABCA4KO 

L’évaluation de l’efficacité in vivo a été réalisée sur la souris Abca4KO, modèle de la maladie 

de Stargardt. Dans ce modèle le gène Abca4 est muté et le transporteur n’intervient pas dans 

la clairance du NRPE. Son accumulation induit donc une toxicité pour la rétine qui s’observe 

par une dégénérescence des photorécepteurs. Pour ces études l’IP-DHA a été complexé avec 

de l’albumine de sérum bovin (BSA) qui possède des sites de fixations aux acides gras 

polyinsaturés pour pouvoir l’administer par voie IV sous forme soluble. 

 

Pour réaliser l’évaluation de l’efficacité, les souris ont été placées dans le noir pendant 24h 

afin de régénérer le pigment visuel (opsine + 11 cis rétinal) puis le lendemain l’IP-DHA a été 

administré par voie IV à différentes doses (de 5 à 30mg/kg). 15 min après l’administration, les 

souris ont été exposées à un stress lumineux aigu induit par une lumière blanche (20 000 lux) 

pendant 2h afin de provoquer la dégénérescence des photorécepteurs. Les souris ont été 

ensuite placées dans le noir pendant 5 jours avant une double analyse fonctionnelle et 

morphologique de leurs rétines par électrorétinographie (ERG) et par tomographie à 

cohérence optique (OCT) (figure 18). 
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Figure 18 : Protocole d'évaluation de l'efficacité de l'IP-DHA 

 

L’ERG permet de mesurer l’activité électrique de la rétine. Pour cela, 2 ondes sont analysées : 

l’onde « a » qui correspond à la réponse des photorécepteurs et l’onde « b » qui correspond 

à la réponse des interneurones.  Les maximas d’amplitude de ces ondes sont analysés et une 

diminution de l’amplitude de l’onde « a » est interprétée comme une perte de l’activité des 

photorécepteurs.  

L’OCT permet de photographier les différentes couches qui composent la rétine, ainsi on 

analyse l’épaisseur des couches INL et ONL. La couche ONL contenant les photorécepteurs, 

une diminution de son épaisseur est interprétée comme une perte de l’intégrité des 

photorécepteurs. 

 

Les souris « Dark adapted (DA) » ne sont pas exposées à la lumière et correspondent à une 

rétine « saine » (100% de photorécepteurs actifs). L’exposition à la lumière pendant 2h sur 

des souris non traitées ou traitées uniquement avec le véhicule (BSA) provoque une perte de 

l’activité des photorécepteurs d’environ 58%. Ainsi, il a été mis en évidence que le traitement 

par l’IP-DHA permet de préserver l’intégrité et l’activité des photorécepteurs jusqu’à 85% avec 

une dose de 30mg/kg (figure 19). L’effet de l’IP-DHA est dose dépendant. 
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Figure 19 : Résultats OCT (A) et ERG de l'onde a (B) obtenus avec administration d'IP-DHA 
chez la souris Abca4KO après induction d'un stress lumineux aigu [105] 

 

Ces résultats constituent la première preuve de concept d’efficacité in vivo d’alkylipophénol 

et permettent de confirmer le potentiel de l’IP-DHA pour limiter la dégénérescence des 

photorécepteurs induite par la lumière, chez la souris, modèle de la maladie de Stargardt. 

L’effet protecteur permet de prévenir la mort cellulaire des photorécepteurs et la 

photosensibilité de ces derniers [105]. 

 

2.2 Quercétine-7-Oisopropyl-3-ODHA (Q-IP-DHA) 

Afin d’optimiser l’efficacité, une autre molécule a été développée par le laboratoire. En effet, 

l’activité antioxydante de l’IP-DHA pourrait être améliorée. Dans cet objectif, l’équipe a 

évaluée le potentiel d’autres polyphénols, dont la quercétine (figure 20) qui possède cinq 

fonctions phénoliques permettant d’augmenter les propriétés antioxydantes [106]. La 

quercétine est un polyphénol de la famille des flavonoïdes présent principalement dans les 

fruits et les légumes [107]. Cette molécule suscite beaucoup d’intérêt de par ses propriétés 

antioxydantes, grâce à sa capacité à limiter les radicaux libres, par chélation des métaux de 

transition comme le fer ou le cuivre, par l’inhibition d’enzymes génératrices de radicaux libres 

[108] ou par l’activation d’enzymes antioxydantes par la voie Keap1-Nrf2. 
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Figure 20 : Structure chimique de la quercétine 

 

La quercétine possède également des propriétés antiinflammatoires par sa capacité à inhiber 

certaines cyclo-oxygénases [109]. Elle peut comme le phloroglucinol, piéger les aldéhydes 

réactifs en position 6 et 8 du cycle A et possède donc une action contre le stress carbonylé. 

 

Une nouvelle stratégie synthèse a donc été développée pour la quercétine-7-Oisopropyl-3-

ODHA (Q-IP-DHA) (figure 21). 

 

 

 

Figure 21 : Structure chimique de la quercétine-7-Oisopropyl-3-ODHA (Q-IP-DHA) 

 

De la même façon que pour l’IP-DHA, la Q-IP-DHA a été étudiée in vitro pour évaluer ses 

propriétés antioxydantes et contre le stress carbonylé. L’intérêt de la partie lipidique et de la 

position de la fonction isopropyle a été mis en évidence et ses deux fonctions sont apparues, 
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comme pour la série phloroglucinol, indispensables pour le maintien d’une protection efficace 

contre le stress carbonylé induit par le trans-rétinal (résultats non montrés). Un résumé des 

résultats de l’évaluation de la Q-IP-DHA est présenté ci-dessous. 

 

2.2.1 Evaluation in vitro de l’activité anti-stress carbonylé et antioxydante de 

la Q-IP-DHA 

L’évaluation de l’activité de la Q-IP-DHA a été adaptée à partir du protocole de l’IP-DHA avec 

incubation de la Q-IP-DHA avec les cellules ARPE-19 pendant 1h à 10, 40 ou 80µM puis ajout 

du tout-trans rétinal à 15µM ou d’H2O2 à 600µM pendant 4h. Ensuite, l’évaluation de la 

viabilité cellulaire ou de la production de ROS a été effectuée pour mesurer l’activité de la Q-

IP-DHA contre le stress carbonylé et son action antioxydante. 

 

La Q-IP-DHA permet d’augmenter la survie cellulaire après administration du tout-trans rétinal 

avec un effet dose-réponse. L’effet est significatif à partir de 40µM, la survie cellulaire est de 

24% à 80µM (figure 22A). Elle permet aussi de réduire la production des ROS de manière dose 

dépendante ; on observe une diminution de cette production de 38% à 80µM (figure 22B). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 22 : Activité de la Q-IP-DHA contre le stress carbonylé (A) et contre le stress oxydant 
(B) sur des cellules ARPE-19 [103] 

 

La Q-IP-DHA présente donc bien comme l’IP-DHA un effet contre le stress carbonylé et 

antioxydant sur des lignées cellulaires d’EPR ce qui pourrait en faire une molécule candidate 
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intéressante pour prévenir la maladie de Stargardt et la DMLA atrophique. Une comparaison 

des deux molécules a donc été réalisée. 

 

2.2.2 Comparaison de l’effet protecteur de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur le stress 

carbonylé et oxydant 

Afin de comparer l’efficacité de ces deux composés de manière rigoureuse en s’affranchissant 

des variations observées d’une manipulation à l’autre (différence de production de ROS, 

différence de toxicité cellulaire, …), une seconde étude a été réalisée en incubant la Q-IP-DHA 

et l’IP-DHA à la même dose (80 µM) sur une même plaque de culture de cellules ARPE-19 avec 

une dose identique de tout-trans rétinal (15µM) ou de H2O2 (600µM). La survie cellulaire et la 

production de ROS ont été mesurées de la même manière que les tests précédents. 

 

 

 

Figure 23 : Comparaison de l'activité de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA contre le stress carbonylé 
(A) et oxydant (B) sur cellules ARPE-19 à 80µM [103] 

 

Les activités anti-stress carbonylé de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans ces conditions sont 

similaires et ne montrent pas de différence significative entre les 2 composés (figure 23A). 

Pour l’activité antioxydante (figure 23B), on note une diminution de la production des ROS de 

30% avec l’IP-DHA et de 47% pour la Q-IP-DHA en présence d’H2O2. La Q-IP-DHA montre donc 
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une meilleure efficacité contre le stress oxydant que l’IP-DHA dans les mêmes conditions 

d’analyse [103]. 

 

2.2.3 Comparaison de l’effet protecteur de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA contre la 

toxicité induite par la photo-oxydation de l’A2E en cellule ARPE19 

L’A2E est un bis-rétinoïde associé à la physiopathologie de la DMLA. L’A2E et ses métabolites 

formés par photo-oxydation sont cytotoxiques et leur accumulation provoque la mort des 

cellules de l’EPR, ce qui en fait l’une des causes principales de la dégénérescence maculaire. 

 

Cette étude vise donc à savoir si les 2 molécules d’intérêt peuvent limiter la mort cellulaire 

induite par la photo-oxydation de l’A2E. Pour cela l’A2E a été incubé à 20µM avec les cellules 

ARPE-19 soumis à une lumière bleue intense pendant 30min afin d’induire une toxicité 

cellulaire. En amont, l’IP-DHA ou la Q-IP-DHA ont été incubés à 80µM sur les mêmes cellules 

pour évaluer leurs effets protecteurs. La survie cellulaire a été mesurée via un test MTT. 

 

 

 

Figure 24 : Effet protecteur de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA contre la photo-oxydation de l'A2E 
sur cellules ARPE-19 à 80µM [103] 

 

La survie cellulaire avec l’IP-DHA à 80µM est de 16% et de à 50% avec la Q-IP-DHA (figure 24). 

Les concentrations efficaces 50 (CE50) ont également été déterminées grâce à une étude dose 
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réponse de l’activité de ces deux molécules (chiffres non présentés). Cette étude confirme les 

résultats présentés ci-dessus ; la concentration permettant d’induire une survie cellulaire de 

50% est de 144.60 ± 28.1µM pour l’IP-DHA et de 15.38 ± 2.53µM pour la Q-IP-DHA. Ce test 

montre donc bien que la Q-IP-DHA permet de lutter de manière plus efficace contre la toxicité 

induite par la photo-oxydation de l’A2E que l’IP-DHA, et en fait donc une molécule LEAD 

intéressante à étudier in vivo. 

 

2.3 Conclusion sur les molécules lipophénoliques développées pour lutter 

contre le double stress oxydant et carbonylé 

L’IP-DHA et la Q-IP-DHA ont été développées pour répondre aux besoins des patients atteints 

de DMLA atrophique et de la maladie génétique de Stargardt qui n’ont actuellement pas de 

traitement à disposition. Compte tenu du mécanisme commun de ces pathologies incluant un 

double stress carbonylé et oxydant, plusieurs molécules présentant des propriétés contre ces 

stress ont été synthétisées afin de réduire la progression de la maladie. 

 

Les phénols et polyphénols possédant des propriétés pour piéger les espèces carbonylées, des 

propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires, ont été choisis comme base pour inhiber le 

mécanisme d’action physiopathologiques de ces maladies. Pour augmenter la lipophilie de la 

molécule une partie lipidique a été greffée. Le DHA a été choisi car il est naturellement présent 

en grande quantité dans l’œil et possède également des vertus pour le bon fonctionnement 

du système visuel. 

 

Ces 2 molécules ont prouvé leur efficacité in vitro pour combattre le stress carbonylé et 

oxydant sur des modèles cellulaires de l’EPR humain : cellules ARPE-19. Les deux molécules 

présentent une efficacité similaire contre le stress carbonylé et la Q-IP-DHA présente une 

meilleure efficacité que l’IP-DHA contre le stress oxydant et contre la toxicité induite par la 

photo-oxydation de l’A2E (tableau 9). A ce jour, seul l’IP-DHA a également prouvé son 

efficacité pour protéger la rétine de la dégénérescence rétinienne induite par un stress 

lumineux aigu sur un modèle animal de la maladie Stargardt. Il est donc nécessaire d’aller plus 

loin dans l’évaluation in vivo de ces molécules et dans l’exploration de différentes voies 

d’administration. 
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Tableau 9 : Comparaison des résultats obtenus avec la molécule Lead (IP-DHA) et backup 
Lead (Q-IP-DHA)  

Tests IP-DHA Q-IP-DHA 

Activité antioxydante in vitro + ++ 

Activité anti-stress carbonylé in vitro + + 

Protection contre la toxicité induite par l'A2E + ++ 

Efficacité par voie iv in vivo (preuve de concept) + Non évaluée 

 

Ces études in vitro et in vivo sont encourageantes et démontrent le potentiel de ces molécules 

dans le but de prévenir et ralentir la progression de la DMLA et de la maladie de Stargardt. 

Cependant, pour pouvoir être efficaces, les molécules doivent être formulées pour pouvoir 

être administrées par voie IV, orale ou topique. Les différentes avancées sur les formulations 

capables d’optimiser la biodisponibilité des molécules d’intérêt dans le segment postérieur de 

l’œil seront développées dans le chapitre suivant. 
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L’administration de médicaments dans l’œil pour atteindre les tissus intraoculaires est un 

véritable défi en raison des caractéristiques anatomo-physiologiques de l’œil qui le rend 

difficile d’accès. En effet l’œil est un organe complexe avec un grand nombre de barrières à 

contourner ou à pénétrer via différentes formulations pour pouvoir délivrer des molécules 

d’intérêts thérapeutiques en concentration suffisante. 

 

Les principales voies d’administration utilisées pour atteindre le segment postérieur sont la 

voie topique (instillation de collyre sur la couche cornée), la voie intra-vitréenne (IVT), la voie 

intraveineuse, la voie orale, la voie péri-oculaire et la voie sous-rétinienne (figure 25). 

 

 

Figure 25 : Les différentes voies d'administrations de SA pour atteindre le segment postérieur 
de l'œil 

 

Chaque voie d’administration possède des avantages et des inconvénients (tableau 10) qui 

peuvent être exploités ou contournés par des formulations adaptées. 

 

A ce jour, seuls les anti-VEGF administrés par voie IVT (injection dans la vitrée) pour inhiber la 

néovascularisation choroïdienne dans la DMLA de forme exsudative ont eu l’AMM. Ce 

traitement permet de limiter considérablement la progression de la maladie avant que le 

patient ne perde totalement la vue. Il apporte suffisamment de bénéfices pour permettre une 
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bonne observance du traitement mais peut néanmoins causer des effets secondaires tels que 

des infections liées à l’injection. 

 

Tableau 10 : Avantages et inconvénients des différentes voies d’administration  

Voie 

d’administration 

Avantages Inconvénients 

Topique Non invasif Administration fréquente, 

effets secondaires, faible 

biodisponibilité  

[110] 

Intra-vitréenne 

(IVT) 

Fréquence d'administration moins 

élevée,  

effet local direct et durable 

administration de doses élevées 

Invasif, troubles de la vision 

au long terme [111] 

Péri-oculaire Moins invasif que l’IVT, moins d’effets 

secondaires que l’IVT, administration 

de grands volumes, perméabilité plus 

élevée que par voie topique 

Invasif, biodisponibilité 

limitée par rapport à l’IVT 

[112] 

Intraveineuse Doit traverser uniquement la barrière 

hémato-rétinienne pour atteindre le 

site d’action 

Invasif, faible 

biodisponibilité, exposition a 

des tissus non ciblés, effets 

secondaires 

[113] 

Orale Non invasif,  

administration de doses élevées, 

administration aisée. 

Effet de 1er passage, faible 

biodisponibilité, exposition à 

des tissus non ciblés, effets 

secondaires [114] 

 

La DMLA de forme atrophique étant une pathologie chronique plus précoce et moins 

invalidante que la forme exsudative, une administration par une voie invasive (IVT, péri-

oculaire, sous-rétinienne ou intraveineuse) ne semble pas être une bonne stratégie pour 

l’administration de l’IP-DHA ou de la Q-IP-DHA. Il faudra donc privilégier une stratégie 

d’administration par une voie non invasive. Ce chapitre présentera donc les formes 

pharmaceutiques pour la voie topique et orale et aussi pour la voie intraveineuse (utilisée afin 

de valider une preuve de concept de l’efficacité de la molécule active). 
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I. Instillation topique 

La grande majorité des formes pharmaceutiques ophtalmiques actuellement sur le marché 

est administrée par instillation topique. Il s’agit de la voie la plus pratique pour la prise en 

charge des pathologies oculaires. Les formes pharmaceutiques administrées par voie topique 

peuvent être des collyres ou des pommades mais aussi des lentilles de contacts ou des inserts. 

Ces formes sont majoritairement utilisées pour soigner des maladies du segment antérieur de 

l’œil mais seulement 5% de la dose administrée y parvient [115] car une grande partie peut 

être directement éliminée par les larmes ou bien métabolisée ou atteindre d’autres tissus 

induisant des effets secondaires [116]. La quantité d’actif pouvant atteindre le segment 

postérieur diminuera lors du passage au travers des tissus rétiniens. 

 

1.1 Influence des caractéristiques physico-chimiques des SA sur le 

passage des barrières physiologiques après une administration topique 

Après une administration topique, l’absorption de la SA jusqu’au segment postérieur peut se 

faire par deux voies en fonction des caractéristiques physico-chimiques de l’actif (figure 

26) [117]:  

• La voie cornéenne : absorption de la SA par la cornée puis passage par la chambre 

antérieure, le cristallin, la chambre postérieure et la vitrée pour arriver jusqu’au tissu 

postérieur de l’œil,  

• La voie conjonctivale : absorption de la SA par la conjonctive, puis passage par la sclère 

ou la choroïde avant d’atteindre le segment postérieur. 
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Figure 26 : Voies de distribution d'une SA après une administration topique au niveau de l’œil 
[118] 

 

L’impact des caractéristiques physico-chimiques des SA pour traverser le film lacrymal (partie 

1.1.1), et permettre leur absorption par la voie cornéenne (partie 1.1.2) et par la voie 

conjonctivale (partie 1.1.3) est décrit ci-dessous. 

 

1.1.1 Le film lacrymal  

Le film lacrymal est la première barrière que la SA administrée par instillation topique va 

rencontrer. Il est constitué d’une couche lipidique, d’une couche aqueuse et d’une couche de 

mucines (figure 27). La couche lipidique va empêcher les molécules hydrophiles de traverser 

et vice-versa pour la couche hydrophile. La pénétration des molécules très hydrophiles ou très 

lipophiles sera donc extrêmement limitée contrairement aux molécules amphiphiles. Le 

volume administrable par instillation topique est généralement faible, de l’ordre de 20 à 50µL. 

A ce faible volume, il faut aussi prendre en compte la liaison de la SA aux protéines contenues 
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dans les larmes et le clignement des paupières qui induisent rapidement l’élimination 

d’environ 95% des SA administrées [119]. Ainsi, seul un faible pourcentage de la dose 

administrée sera susceptible d’arriver sur le tissu cible.  

 

 

Figure 27 : Représentation schématique de la composition du film lacrymal 

 

1.1.2 Absorption par la voie cornéenne  

La cornée est une membrane composée de 5 couches (figure 28) : l’épithélium cornéen de 

surface qui possède des jonctions serrées, il fait office de barrière contre les agressions 

extérieures [120], La membrane de Bowman qui est formée principalement d'un réseau dense 

de fibres de collagène de type I, Le stroma qui représente 90% de l’épaisseur de la cornée et 

qui est constitué d’une substance fondamentale amorphe, de fibres de collagène de type 1, 

de kératocytes et de fibrocytes [121], La membrane de Descemet, membrane basale 

transparente, amorphe et élastique constituée de collagène de type IV [122] et l’endothélium 

qui est une monocouche de cellules squameuses. 
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Figure 28 : Représentation schématique de la cornée 

 

Le passage de SA à travers la cornée va dépendre principalement de trois propriétés de la 

molécule : sa charge, sa masse molaire et son coefficient de partage lipide/eau. La couche 

épithéliale ainsi que la couche endothéliale représentent des environnements lipophiles alors 

que le stroma est lui plus hydrophile. Les molécules lipophiles vont donc préférentiellement 

pénétrer via un passage transcellulaire à travers l’épithélium cornéen alors que les molécules 

hydrophiles vont pénétrer par passage paracellulaire. Il est admis que les molécules qui 

pénètrent le mieux à travers la cornée sont des composés ayant un Log P compris entre 2 et 3 

[123]. La pénétration paracellulaire est limitée aux molécules hydrophiles de petites tailles < 

500 Da en raison du faible diamètre des pores [124]. Pour les molécules chargées, plusieurs 

études ont montré qu’une molécule chargée positivement pénètre plus facilement à travers 

la cornée qu’une molécule chargée négativement en raison d’interactions électrostatiques  

avec les mucines et les glycoprotéines chargées négativement dans l’épithélium [125]. 

 

Après passage au travers la cornée, les SA  se retrouvent dans l’humeur aqueuse où elles 

peuvent être métabolisées par différentes enzymes [126]. La SA va pouvoir ensuite diffuser 

vers l’humeur vitrée. La charge de la SA joue aussi un rôle important dans cette nouvelle 

étape de diffusion à travers l’humeur vitrée car il a été démontré que les SA chargées 
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négativement diffusaient mieux que celles chargées positivement [127]. Pour arriver jusqu’à 

la rétine, les SA doivent ensuite diffuser au travers de la membrane interne de la barrière 

hémato-rétinienne (BHR) représentée par l’endothélium des capillaires rétiniens qui est 

constitué de jonctions serrées limitant la pénétration par pénétration paracellulaire. Ainsi, les 

SA lipophiles de petite taille diffuseront plus facilement que les SA hydrophiles pour atteindre 

la rétine. Les SA peuvent aussi se lier avec la mélanine dans l’iris et le corps ciliaire, réduisant 

encore leur biodisponibilité 

 

1.1.3 Absorption par la voie conjonctivale 

La conjonctive est une fine membrane translucide qui comprend une grande population de 

lymphocytes [128]. Elle est composée d’une couche superficielle stratifiée non kératinisée et 

d’un tissu conjonctif lâche sous-jacent [129]. La conjonctive possède des pores de plus large 

diamètre que ceux de la cornée permettant ainsi à des molécules de plus grande taille de 

pénétrer (5 -10 kDa). Elle semble être un tissu plus perméable que la cornée [130] mais la 

présence de nombreux transporteurs d’efflux limite le passage des SA par cette voie [131]. 

Toutefois, il existe aussi des transporteurs à la surface de la conjonctive qui peuvent permettre 

un passage actif des SA. Il sera donc intéressant de développer des médicaments ciblant ces 

transporteurs pour augmenter la biodisponibilité des SA. Enfin, la conjonctive est un tissu 

vascularisé, permettant ainsi aux PA de rejoindre la circulation systémique par la choroïde. 

 

Après passage des SA au travers de la conjonctive, elles vont pouvoir diffuser dans la sclère. 

Les molécules hydrophiles pénètrent facilement dans la sclère car elle est composée d’un 

réseau de fibres de collagène hydrophile, cependant le passage vers le segment postérieur est 

limité par l’EPR pour les molécules hydrophiles. La diffusion des SA dans la sclère est contrôlée  

majoritairement par le PM de la molécule [132]. Les petites molécules lipophiles peuvent 

profiter d’une diffusion préférentielle à travers la membrane de Bruch et l’EPR pour rejoindre 

les tissus du segment postérieur ; cependant leur passage reste limité à cause des jonctions 

serrées de l’EPR [133]. 
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1.1.4 Conclusion sur l’absorption des molécules jusqu’au segment postérieur 

de l’œil après administration topique 

Pour pouvoir pénétrer jusqu’au segment postérieur de l’œil, les SA administrées par 

instillation topique doivent donc diffuser au travers de nombreuses barrières. Les formes 

pharmaceutiques classiques ne permettent pas d’obtenir une concentration efficace. Depuis 

quelques années, de nouvelles formulations pharmaceutiques innovantes sont développées 

pour améliorer la biodisponibilité de SA dans le segment postérieur de l’œil. 

 

1.2 Nanoformulations innovantes pour augmenter la biodisponibilité 

des SA dans le segment postérieur de l’œil après administration 

topique 

 

Plusieurs formulations pharmaceutiques ont été étudiées pour augmenter la concentration 

en SA dans le segment postérieur de l’œil. Parmi elles, les nanoformulations telles que les 

liposomes, les nano-particules (Nps), les nanoémulsions (NE), et les nano-micelles. Ces formes 

présentent de nombreux avantages car elles peuvent permettre un effet prolongé de la SA, 

un meilleur ciblage et une augmentation de la biodisponibilité afin de diminuer la dose 

administrée ainsi que la fréquence d’administration. 

 

1.2.1 Liposomes 

Les liposomes sont des formulations 

composées de bicouches concentriques de 

phospholipides naturels ou semi-

synthétiques et de cholestérol permettant 

d’encapsuler des SA hydrophiles ou 

lipophiles (figure 29). Ces formulations 

sont biocompatibles mais permettent un 

faible taux de chargement. Une 

modification de surface des liposomes est 

possible pour changer leurs propriétés de 

surface et augmenter encore leur biodisponibilité.  

Figure 29 : Schéma d'un liposome 
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Tableau 11 : Formulations de liposomes pour une instillation topique en étude pré-clinique 

SA Formulation Observations 

Diclofénac  

 
Log P : 4,51 

Distearoylphosphatidylcholine 

(DSPC) et cholestérol (Ch) 

(8 :1) avec modification de 

surface PVA 

Délivrance dans la rétine et choroïdes 

1,8 fois plus importante qu’en 

solution  

[134] 

Ganciclovir  

 
Log P : -1,66 

Phosphatidylcholine (PC), Ch 

et désoxycholate de sodium 

(12 :1,7 :1) 

Distribution 2 à 10 fois plus élevée 

dans la sclère, la cornée, l'iris, le 

cristallin et l'humeur vitrée qu’en 

solution 

 [135] 

Bevacizumab 

(Anticorps 

monoclonal)  

PC, phosphatidylsérine (PS), 

Ch et α-Tocopherol 

(4,5 :1,5 :3 : 1)  

Augmentation significative de la 

concentration dans la rétine en 

comparaison avec l’administration 

d’une solution 

 [136] 

 

1.2.2 Nano-micelles 

 Les nano-micelles (10 à 100 nm) sont 

constituées de surfactants ou de co-

polymères amphiphiles auto-assemblés 

au-dessus de la CMC (concentration 

micellaire critique). Elles sont 

composées d’un cœur hydrophobe et 

d’une couronne hydrophile permettant 

de formuler les SA lipophiles ou 

amphiphiles (figure 30). On retrouve 

également dans leur composition des polyéthylènes glycols (PEG), polymères hydrophiles 

inhibiteurs des pompes à efflux P-Gp qui permettent de solubiliser des SA lipophiles. D’autres 

polymères peuvent également être utilisés tels que des tensioactifs chargés (anioniques ou 

cationiques) mais sont plus irritants que les polymères non ioniques. 

Figure 30 : Schéma d'une nano-micelle 
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Tableau 12 : Formulations de nano-micelles pour instillation topique en phase pré-clinique  

SA Formulation Observations 

ADN plasmatique Micelles polymériques 

de poly(éthylène 

oxide)-poly(propylène 

oxide)- poly(éthylène 

oxide) (PEO-PPO-PEO)  

Administration chez la souris en gouttes 

oculaires : transfert efficace d’un gène 

fonctionnel aux tissus intraoculaires 

(épithélium pigmentaire de la rétine et le 

corps vitré) sur 48 h [137] 

Dexaméthasone 

 
Log p : 1,83 

Micelles composées 

de polyoxyl 40 

stéarate (P40S) and 

polysorbate 80 (P80) 

(7:3)  

Mesure de concentrations 

thérapeutiques de dexaméthasone dans 

la rétine et la choroïde après 

administration topique unique et 

multiple chez le lapin [138] 

 

1.2.3 Nano-particules (NPs) 

Les nano-particules (Nps) ont été très étudiées pour leur capacité à traverser les différentes 

barrières oculaires.  Elles peuvent être de plusieurs types :  

• Les Nps polymériques : Particules colloïdales polymériques qui adsorbent, fixent ou 

encapsulent des SA (figure 31A). Les polymères synthétiques les plus utilisés sont le 

polylactide (PLA) et le poly(lactide-co-glycolide) (PLGA) ; ce sont des polymères 

biocompatibles et biodégradables qui se dégradent in vivo en métabolites naturels 

(acide lactique et glycolique). La dégradation des polymères peut être modulée en 

jouant sur leur composition et leur poids moléculaire afin de contrôler la libération des 

SA encapsulées. 

• Les Nps lipidiques nommées « Nanoparticules Lipidiques Solides » (SLN) sont 

composées de lipides solides à température corporelle (acides gras, esters de glycérol) 

et de surfactants permettant de stabiliser la structure (figure 31B). Elles permettent 

d’encapsuler des SA lipophiles mais elles sont souvent instables physiquement 

pendant la conservation.  Ce problème a été résolu avec le développement des Nps 

lipidiques de deuxième génération : « Système Lipidique Nanostructuré » (NLC) (figure 

31C). Les NLC sont composées de lipides solides et de lipides liquides permettant 

d’augmenter le taux de chargement en SA et la stabilité. Les SLN et LNC sont 

biodégradables. 
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Figure 31 : Schéma des Nanoparticules polymériques, des SLN et des NLC 

 

Tableau 13 : Formulations de NPs administrées par instillation topique en phase pré-clinique  

SA Formulation Observations 

Phosphate de 

bétaméthasone 

 
Log P : 1,83 

Chitosan et alginate 

de sodium (NPs 

mucoadhésifs) 

Augmentation de la concentration 

en SA dans l'humeur vitrée (68% à 

6h, puis 

59,5% à 12h et 34,1% à 24h) par 

rapport à la SA administrée sans 

formulation 

(14,6% après 1h et 0% après 2h)  

[139] 

Atorvastatine 

 
Log P : 6,36 

Compritol® 888 ATO,  

PEG 400, P 188, P 

90H (SLN) 

Augmentation de biodisponibilité 

dans l’humeur vitrée d’un facteur 12 

après administration de LNC (vs SA 

en suspension)  [140] 

Acétonide de 

triamcinolone  

 
Log P : 2,53 

Precirol®ATO5, 

Lutrol®F68, 

Squalene®, rac.-1-

oleoylglycerol et 

marqueur 

fluorescent (NLC) 

Pic de fluorescence dans la 

plexiforme interne 40mins après 

administration sur souris 

(fluorescence jusqu’à 3h après 

instillation) 

Rétention prolongée suivie d’un 

passage par voie cornéenne et non 

cornéenne [141] 
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1.2.4 Nanoémulsions (NE) 

Les nanoémulsions sont constituées de 

deux liquides non miscibles ; un liquide 

est dispersé sous forme de gouttelettes 

stabilisées par des tensioactifs (TA) dans 

l’autre liquide (figure 32). Les 

tensioactifs peuvent aussi augmenter la 

perméabilité cellulaire ; attention à 

sélectionner des tensioactifs non 

irritants pour l’œil. Comme pour les 

liposomes, la surface des nanoémulsions peut être modifiée pour augmenter la 

biodisponibilité des SA. 

 

Tableau 14 : Formulations de NE administrées par instillation topique en phase pré-clinique 

SA Formulation Observations 

Coumarin-6 

 
Log P : 4,9 

NE de 100nm avec 

modification de surface : 

chitosan et poloxamer-407 

(propriétés muco-

adhésives et charge 

positive) 

Fluorescence plus importante dans 

la rétine (souris) pour les NE avec 

modification de surface comparée 

aux NE non modifiées [142] 

RUNX1 (inhibiteur de 

facteur de 

transcription) 

 

NE de lécithine et de 

myristate d'isopropyle  

Freine la progression de la maladie 

dans un nouveau modèle de la 

vitréorétinopathie proliférative 

(lapin) [143] 

 

 

1.2.5 Conclusion sur les nanoformulations en phase pré-clinique pour une 

administration topique 

L'œil est protégé par des barrières anatomiques et physiologiques qui lui permettent de 

résister aux agressions extérieures mais qui sont des obstacles majeurs à la pénétration des 

PA dans les tissus du segment postérieur de l'œil. Par conséquent, la majorité des formes 

pharmaceutiques conventionnelles présentes sur le marché, administrées par instillation 

Figure 32 : Schéma d'une nanoémulsion 
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topique ne permettent pas d’obtenir des concentrations efficaces en SA pour le traitement 

des maladies du segment postérieur de l'œil.  

Les voies IVT et péri-oculaires permettent d’atteindre les tissus du segment postérieur 

cependant elles peuvent entrainer des effets secondaires importants et ne sont pas adaptées 

pour des maladies chroniques nécessitant des injections fréquentes. Au cours des dernières 

décennies, de nombreuses formulations topiques ont été développées pour augmenter la 

biodisponibilité de SA hydrophiles et lipophiles dans le segment postérieur de l’œil. Ces 

formulations doivent être composées d’excipients biocompatibles non irritants pour une 

bonne tolérance oculaire et ainsi une bonne observance du traitement. Ces formes 

pharmaceutiques présentent un grand potentiel compte tenu des données pré-cliniques 

disponibles.  

 

II. Voie intraveineuse (IV) 

La voie intraveineuse (IV) permet d’administrer les SA directement dans la circulation 

systémique et donc d’être immédiatement biodisponible. Toutefois, dans le cas du ciblage des 

tissus rétiniens, il a été déterminé que seulement 2% de la dose administrée va pouvoir 

rejoindre la choroïde [144] nécessitant l’administration de doses élevées et répétées. 

Administrés à fortes doses, les SA peuvent diffuser dans de nombreux tissus (absorption non 

spécifique) et induire des effets secondaires [145]. 

 

Bien que cette voie soit très invasive et non adaptée pour le traitement des maladies oculaires 

chroniques telles que la DMLA et la maladie de Stargardt, il est intéressant de l’utiliser en 

phase pré-clinique afin de déterminer si les SA en cours d’étude peuvent diffuser à travers la 

barrière hémato-rétinienne (BHR) et avoir un effet afin de valider la preuve de concept de 

notre étude. L’administration par voie orale restera la voie la plus adaptée pour le traitement 

des pathologies chroniques. 

 

L’IP-DHA et la Q-IP-DHA étant des SA lipophiles quasiment insolubles dans l’eau (Chapitre 4, 

partie 3), nous nous sommes donc intéressés dans ce chapitre aux formulations de la voie IV 

capables de solubiliser des SA lipophiles. Dans le paragraphe suivant, nous allons donc décrire 

le rôle de la BHR dans la biodisponibilité des SA pour pouvoir ensuite analyser les avantages 
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et inconvénients des formulations utilisées pour le traitement des pathologies oculaires du 

segment postérieur. 

 

2.1 Influence de la barrière hémato-rétinienne (BHR) sur le passage des 

SA de la circulation générale jusqu’au segment postérieur de l’œil  

La barrière hémato-rétinienne (BHR)  (figure 33) est une barrière physiologique très restrictive 

qui régule les flux d’ions, de protéines et d’eau présents dans le sang et qui pénètrent et 

sortent de la rétine [146] pour maintenir l’homéostasie de la rétine neurale. Parallèlement, 

elle limite grandement la pénétration des SA jusqu’à la rétine après une administration IV. 

La BHR est divisée en 2 parties [147]: 

• l’EPR : partie extérieure de la BHR  

• la partie interne de la BHR composée de l’endothélium des capillaires rétiniens  

 

 

Figure 33 : Structure de la BHR [146] 

 

L’endothélium des capillaires rétiniens constitué de jonctions serrées, est situé entre la rétine 

et l’humeur vitrée qui limite donc le passage des SA présentes dans l’humeur vitrée vers la 

rétine. Ici nous parlerons principalement de l’EPR qui régule l’absorption des SA de la choroïde 

jusqu’à la rétine neurale. 
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L’EPR (Chapitre 1, partie 2) est situé entre la membrane de Bruch vascularisée par la choroïde 

et la rétine neurale. Il possède des jonctions serrées ce qui le rend très peu perméable aux 

molécules polaires et aux ions [148], et limite l’absorption paracellulaire. Il sépare la rétine 

neurale des choriocapillaires fenêtrés. La perméabilité des SA à travers l’EPR se fait 

principalement par voie passive et est déterminée par des facteurs physicochimiques (PM, 

lipophilie, charge). Elle dépend aussi de l’affinité de la SA pour les transporteurs présents à la 

surface de l’EPR, comme Na+/K+-ATPase, P-glycoprotéine (P-gP), la Multidrug Resistance 

Proteins (MRP1) et les transporteurs  à casette liant l’ATP (ABC) [149]. Il a été démontré que 

seules les petites molécules lipophiles peuvent facilement pénétrer à travers l’EPR par  

passage transcellulaire [150]. 

 

2.2 Stratégies développées pour traiter des pathologies du segment 

postérieur de l’œil par voie IV 

Les SA étudiées dans ce travail de thèse sont des molécules lipidiques de faible PM qui 

devraient donc pouvoir diffuser à travers l’EPR contrairement aux molécules hydrophiles. 

Cependant, les SA lipophiles doivent être solubilisés dans des excipients compatibles pour la 

voie IV afin de pouvoir être administrés. Les formulations développées doivent être 

homogènes, stériles et elles ne doivent pas reprécipiter dans le sang après administration. 

 

De nombreuses formulations et techniques ont été développées pour pouvoir administrer des 

SA faiblement solubles dans l’eau par voie IV. Nous allons détailler dans la suite de ce chapitre 

les techniques par ajustement de pH [151], l’utilisation de co-solvants et de surfactants [152], 

et des formulations telles que les micelles [153], les cyclodextrines [154], les émulsions [155] 

ou les liposomes [156]. 

 

2.2.1 Ajustement du pH 

Les molécules ionisées sont plus solubles dans l’eau que les molécules non ionisées du fait de 

leur plus grande polarité. Ainsi en ajustant le pH de la solution on peut favoriser la formation 

de la forme ionisée d’une molécule possédant dans sa structure des groupements ionisables. 

En ajustant le pH du milieu à ± 2 unités de pH du pKa de la molécule, nous assurons une 

ionisation complète. Pour cela, nous utilisons des tampons basiques pour les molécules acides 
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et inversement pour les molécules basiques [157]. Ainsi, la ciprofloxacine est solubilisée dans 

un tampon d’acide lactique [158] et la phénytoïne après addition d’hydroxyde de sodium pour 

pouvoir être administrée par voie IV [159]. 

 

2.2.2 Utilisation de co-solvants et de surfactants (formation de micelles) 

Les co-solvants et surfactants sont des solvants miscibles dans l’eau qui peuvent solubiliser les 

SA hydrophobes. Ainsi, ils permettent de diminuer la tension interfaciale entre les SA 

hydrophobes et l’eau, augmentant ainsi la solubilité des SA [160]. Les formes commercialisées 

utilisent le plus souvent du propylène glycol, des PEG 400 et de l’éthanol. L’utilisation de 

certains surfactants seuls permet d’augmenter la solubilité des SA par leur capacité à former 

des micelles lorsqu’ils sont utilisés au-dessus de leur concentration micellaire critique (CMC), 

d’augmenter la stabilité lorsque les SA sont solubilisées dans ces micelles et permet d’éviter 

la précipitation de la SA après dilution [161]. 

 

2.2.3 Cyclodextrines 

Ce sont des oligosaccharides cycliques constitués d'unités de D-glucopyranose. Elles 

possèdent une cavité interne lipophile et une surface externe hydrophile ce qui permet de 

solubiliser des SA lipophiles en formant des complexes d’inclusions [162]. Elles possèdent un 

poids moléculaire élevé entre 1000 et 2000Da [163]. Les plus utilisés sont les β-cyclodextrines. 

Leur complexation avec des molécules lipophiles est dépendante de la structure de la 

molécule ce qui constitue une limitation à leur utilisation. 

 

2.2.4 Nanoformulations 

Les nanoformulations décrites pour la voie topique (chapitre 3, partie 1.2) sont également 

utilisées pour la voie IV. Les liposomes décrits pour la voie topique (chapitre 3, partie 1.2) sont 

également utilisés pour la voie IV pour des applications en oncologie mais aussi pour la 

délivrance de vaccin ou en imagerie médicale par exemple. Les liposomes ne permettent pas 

un taux de chargement élevé et peuvent être instables (fuite) [164]. Les nano et micro-

émulsions peuvent aussi être administrées par voie IV, la taille des émulsions pouvant varier 

en fonction des huiles et surfactants utilisés. L’avantage des émulsions est de permettre un 

taux de chargement en SA assez élevé [165]. Les Nps peuvent également être administrées 
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par voie IV. Globalement les nanoformulations permettent de disperser des SA insolubles dans 

l’eau, de protéger les SA de la dégradation, d’augmenter le temps de résidence de la SA dans 

le sang et une meilleure pénétration dans certains tissus. 

 

2.2.5 Exemples de formulations développées pour la voie IV ciblant le 

segment postérieur de l’œil 

Récemment des formulations ont été étudiées pour pouvoir cibler la choroïde et le segment 

postérieur de l’œil afin de réduire les effets secondaires et augmenter la concentration de SA 

dans le segment postérieur de l’œil. Parmi elles, on retrouve une formulation qui est déjà 

commercialisée pour le traitement de la DMLA exsudative : Visudyne® permettant un 

traitement PDT (photo-dynamique) efficace [166]. Les autres formulations en cours de 

développement pour cibler le segment postérieur sont décrites dans le tableau 15. 

 

Tableau 15 : Exemples de formulations développées pour l’administration par voie IV 
(traitement de pathologies du segment postérieur de l'œil en phase pré-clinique) 

SA Formulation Observations 

Poly-L-lysine marquée à 

l'isothiocyanate de 

fluorescéine [FITC-P(Lys)] pour 

traiter la néovascularisation 

des tissus du fond de l'œil 

Nanomicelles de 

polyéthylène 

glycolblock-poly-

α,β-acide aspartique 

Cmax = 4h dans le rétine et 

choroïde  

Détection de la SA jusqu'à 7 jours 

après une seule administration 

chez le rat [167] 

 

Sans SA 

Nanoparticules d’or 

de 20nm 

Diffusion au travers du BHR 

Distribution dans la rétine.  

Pas de diffusion avec Nps de 

100nm [168] 

CNO3 (analogue de l’inhibiteur 

cGMP) pour traiter la 

dégénérescence rétinienne 

Liposomes PEGylés 

de glutathion ciblant 

le transporteur GSH 

(sur partie apicale 

de l’EPR) 

Délivrance de CNO3 dans la rétine 

neurale, amélioration du temps 

de circulation, augmentation de la 

biodisponibilité, préservation la 

fonction rétinienne [169] 

Coumarin-6 

 
Log P : 4,9 

Nanoparticules de 

PLGA 

Pénétration de la coumarin-6 en 

15min à travers la BHR [170] 
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Ces exemples démontrent bien que des SA hydrophiles et lipophiles peuvent traverser la BHR 

et atteindre le segment postérieur de l’œil grâce à une stratégie de formulation adaptée par 

voie IV. La biodisponibilité des SA peut être modulée grâce aux formulations. 

  

III. Voie Orale 

La voie orale représente la voie d’administration la plus utilisée car elle est la mieux acceptée 

par le patient notamment pour le traitement de pathologies chroniques ; elle permet une 

administration de doses élevées et fréquentes. Cependant, cette voie présente des limites 

pour les SA avec une faible solubilité en milieu aqueux, une faible perméabilité, ou présentant 

une dégradation ou métabolisation importante. Tous ces facteurs vont réduire la 

biodisponibilité de la SA [171]. 

 

3.1 Problématique des SA faiblement soluble dans l’eau 

L’absorption du PA à travers les entérocytes du tractus gastro-intestinal (TGI) va dépendre de 

plusieurs facteurs : des caractéristiques physico-chimiques de la SA, des facteurs 

physiologiques et de la forme pharmaceutique. Amidon et Al. ont développé un système de 

classification biopharmaceutique (BCS) (figure 34)  pour classer les SA en fonction des 

paramètres qui contrôlent le plus l’absorption par voie orale [172] à savoir la solubilité de la 

SA dans le milieu gastro-intestinal (GI) et sa perméabilité à travers la membrane intestinale.  

 

Figure 34 : Système de classification biopharmaceutique [173] 
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En effet, la solubilité des SA dans le milieu GI est un prérequis indispensable pour l’absorption 

de la molécule. Une faible solubilité entraine donc une absorption limitée et donc une faible 

biodisponibilité de la SA [174]. Parmi les molécules récemment étudiées, de nombreuses 

molécules sont lipophiles et donc faiblement solubles dans l’eau. Ces dernières décennies, 

avec la commercialisation d’excipients lipidiques capables d’améliorer la solubilité et la 

biodisponibilité des composés faiblement solubles dans l’eau, le développement de systèmes 

lipidiques à base de lipides (LBDDS) a fortement augmenté [175,176]. Les excipients lipidiques 

pouvant être digérés dans le TGI vont aussi jouer un rôle déterminant dans l’amélioration de 

l’absorption des SA lipophiles [177]. La connaissance du devenir des lipides dans le TGI est 

importante pour sélectionner les excipients lipidiques adaptés à la SA. 

 

3.2 Devenir des formulations lipidiques après administration per os 

L’intérêt des formes lipidiques (LBDDS) vient de la découverte de l’effet d’un repas riche en 

graisses sur l’augmentation de la biodisponibilité des SA lipophiles [178]. Les lipides présents 

dans les graisses stimulent les réponses physiologiques [179] telles que la sécrétion biliaire et 

pancréatique, la stimulation du transport lymphatique, le temps de séjour des aliments et des 

SA ainsi que la perméabilité de la paroi intestinale [180]. On observe également une réduction 

de l’activité des transporteurs d’efflux et du métabolisme [181]. Tous ces phénomènes 

contribuent, dans la plupart des cas, à l’augmentation de la biodisponibilité des SA lipophiles, 

cependant certaines SA lipophiles sont insensibles à cet effet repas. 

 

En effet, il a été observé que l’effet repas n’a pas d’impact sur les SA de BCS classe I (solubilité 

et perméabilité élevée) (figure 34) car ils peuvent facilement traverser la membrane par 

diffusion passive ; les lipides vont saturer les transporteurs d’efflux et d’absorption. Par 

contre, l’absorption des SA de BCS classe II (faiblement soluble et perméabilité élevée) 

augmente avec l’effet d’un repas riche en graisse car la solubilité des SA est augmentée grâce 

à la formation de micelles avec les sels biliaires [182]. La quantité de SA biodisponible dans la 

lumière intestinale augmente et passe plus facilement par diffusion passive, du fait de leur 

lipophilie. Les composés de BCS classe III (solubilité élevée, faiblement perméable) sont 

solubilisés dans le milieu intestinal mais ne peuvent pas passer par diffusion passive à travers 

les entérocytes. Utilisant les transporteurs d’absorption, ils se retrouvent en compétition avec 
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les lipides présents en grande quantité [183]. Enfin, pour les composés de BCS classe IV, il est 

difficile de prédire l’influence de l’effet repas [184] car ils pourraient se comporter comme des 

SA de classe III après un repas par l'augmentation de leur solubilité (solubilisation micellaire) 

mais ils seront toujours faiblement perméables à cause de la saturation des transporteurs 

d’absorption. 

 

Globalement, la biodisponibilité des différents SA (classe I à IV) va dépendre grandement de 

l’amélioration de leur solubilisation et du comportement des lipides (issus des repas ou des 

excipients utilisés pour la formulation) dans le TGI. Il est donc important de comprendre les 

mécanismes qui régissent ces transformations allant de la 

digestion des lipides jusqu’à leur distribution dans les tissus à 

partir de la circulation générale pour pouvoir développer des 

formulations lipidiques adaptées et efficaces. Les 

mécanismes d’absorption des SA formulées avec des 

formulations LBDDS sont très complexes et ne sont pas 

encore entièrement élucidés. 

 

3.2.1 Digestion et solubilisation des lipides 

Une fois ingérés, les lipides présents dans l’estomac vont 

former des émulsions grossières après leur digestion due aux 

forces de cisaillement produites par contraction antrale de 

l’estomac [185]. Les lipases gastriques vont ensuite 

hydrolyser les esters glycériques d’acides gras. Les 

triglycérides (TG) vont subir un premier clivage d’une de leurs 

fonctions esters pour donner une molécule de diglycéride 

(DG) et une molécule d’acide gras (AG) libre, puis après un 

deuxième clivage un monoglycéride (MG) et une seconde 

molécule d’AG libre [186] (figure 35). Ces produits de 

digestion vont ensuite se déverser vers le duodénum activant 

une réponse physiologique du pancréas qui va sécréter des 

lipases, des co-lipases pancréatiques et du bicarbonate. Le 

Figure 35 : action des lipases 
pancréatiques sur la 

digestion des triglycérides 
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bicarbonate augmente le pH et favorise l’action des lipases et co-lipases sur la digestion des 

TG. Ainsi, ces enzymes agissent à l’interface huile/eau des émulsions formées et hydrolysent 

les TG en MG et AG [187]. L’interaction entre les AG, les MG et les sels biliaires (SB) induit la 

formation de micelles mixtes [188]. Durant cette étape, les SA dispersées dans le milieu gastro 

intestinal peuvent être solubilisées dans des vésicules, des micelles et/ou des micelles mixtes 

(figure 36) [189]. Les vésicules obtenues sont composées de phospholipides (PL) organisés en 

phase lamellaire. Les micelles sont composées de tensioactifs et les micelles mixtes de PL et 

de différents tensioactifs. 

 

 

Figure 36 : Digestion des lipides et solubilisation des SA dans le petit intestin, D : principe 
actif [190] 
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3.2.2 Absorption 

Les formulations issues de la lipolyse (espèces colloïdales, micelles, micelles mixtes, acides 

gras) peuvent facilement pénétrer les entérocytes par diffusion passive, diffusion facilitée et 

transport actif. Une fois dans les entérocytes, les protéines de liaison aux AG facilitent leur 

diffusion vers la lame basale en les transportant vers le réticulum endoplasmique (RE) lisse 

[191]. Dans le RE lisse, les MG et AG sont estérifiés à nouveau en TG et en phospholipides pour 

être ensuite libérés par exocytose dans l’espace extracellulaire. Les interactions entre les TG 

et les protéines de la membrane du RE vont former des larges vésicules colloïdales : les 

chylomicrons. Les SA lipophiles absorbées peuvent avoir une affinité pour les chylomicrons et 

vont pouvoir rejoindre la lymphe intestinale [192].  

 

3.2.3 Passage dans la circulation générale 

La majorité des SA absorbées vont rejoindre la circulation générale en passant par la veine 

porte et par le foie où ils peuvent être plus ou moins métabolisés (effet de premier passage 

hépatique) diminuant leur biodisponibilité. Une des alternatives pour éviter l’effet de premier 

passage hépatique, est le passage par le système lymphatique. Le liquide lymphatique est 

déversé dans la veine sous-clavière, ainsi la SA pourra rejoindre directement la circulation 

générale [193]. Cette voie est possible pour les SA très lipophile (Log P >  5) (figure 37) et 

solubles dans les TG [194] afin qu’ils puissent interagir avec les lipoprotéines des 

chylomicrons. L’absorption par la veine porte est environ 500 fois plus élevée que par la voie 

lymphatique [195], mais les SA liées aux lipoprotéines (molécules à haut PM) ne peuvent plus 

passer à travers les fenestrations de l’endothélium des capillaires sanguins. De plus, la paroi 

des capillaires lymphatiques présentant une seule couche de cellules épithéliales squameuses, 

permet la diffusion des chylomicrons vers les vaisseaux lymphatiques [196]. 
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Figure 37 : Transport des lipides et des SA par le système lymphatique ou la veine porte après 
une administration orale [190] 

 

3.3 Formulation LBDDS : amélioration de la biodisponibilité des SA 

lipophiles 

Grâce à la compréhension des mécanismes de digestion et d’absorption des lipides, les 

excipients lipidiques ont été sélectionnés pour formuler des SA faiblement solubles dans l’eau 

et/ou des SA faiblement perméables grâce aux formulations LBDDS. Les LBDDS peuvent être 

composés à partir d’huiles (tri, di ou monoglycérides), de mélange d’huile, de surfactants 

lipophiles et hydrophiles et de co-solvants [197,198]. Ces systèmes ont pour objectif 

d’augmenter l’absorption des SA à travers les entérocytes et sont classés en fonction des 

excipients utilisés (tableau 16). 
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Tableau 16 : Système de classification des formulations lipidiques [199,200] 

 Type I Type II Type IIIA  Type IIIB  Type IV 

Matériel Huiles 

(100%)  

Huiles (40 

– 80%) 

 

Surfactant

s 

insolubles 

dans l’eau 

(20 – 60%) 

Huiles (40 – 

80%), 

Surfactants 

solubles et 

insolubles dans 

l’eau (20 -40%), 

Co-solvants 

hydrophiles (0- 

40%) 

Huiles (< 20%), 

Surfactants 

soluble et 

insoluble dans 

l’eau (20 – 50%), 

Co-solvants 

hydrophiles (20 

– 50%) 

Surfactants 

solubles (0 – 

20%) ou 

insolubles 

dans l’eau 

(30- 80%), 

Co-solvants 

hydrophiles 

(0 – 50%) 

Caractéristique

s 

Non-

dispersant 

 

Demande 

une 

digestion 

Emulsion 

(SEDDS) 

sans 

excipients 

solubles 

dans l’eau 

 

Sera 

digérée 

SEDDS/SMEDDS 

: excipients 

solubles dans 

l’eau 

 

Digestion pas 

nécessaire 

SEDDS/SMEDDS 

: excipients 

solubles dans 

l’eau et faible 

quantité d’huile 

 

Digestion pas 

nécessaire 

Dispersion 

qui entraine 

la formation 

de micelles 

 

Digestion 

limitée 

Avantages et 

inconvénients 

Simple 

solution, 

faible 

capacité de 

solubilisatio

n sauf pour 

les SA 

lipophiles 

Moins de 

risque de 

perdre le 

pouvoir 

solubilisan

t après 

dispersion, 

Emulsions 

(inférieur à 

2µm) 

Absorption de la 

SA peut se faire 

sans digestion, 

risque de perdre 

le pouvoir 

solubilisant 

après dispersion 

Absorption de la 

SA peut se faire 

sans digestion, 

risque de perdre 

le pouvoir 

solubilisant 

après dispersion 

Capacité de 

solubilisatio

n élevée, 

risque de 

perdre le 

pouvoir 

solubilisant 

après 

dispersion 

 

En fonction de la formulation administrée par voie orale, plusieurs mécanismes d’actions sont 

possibles pour permettre d’augmenter l’absorption de la SA (figure 38) et ainsi sa 

biodisponibilité. 
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Figure 38 : Mécanismes d'actions des LBDDS pour augmenter la biodisponibilité des SA [201] 

 

3.3.1 Les émulsions 

Les émulsions (figure 32) sont composées d’une phase huileuse, d’une phase aqueuse et de 

surfactants et co-surfactants ; elles sont classées selon leurs tailles en émulsions fines, 

grossières, en microémulsions (ME) (100 – 200nm) ou en nanoémulsions (NE) (< 100nm). Les 

ME sont thermodynamiquement stables alors que les NE présentent une stabilité cinétique. 

 

Les émulsions ont prouvé leur efficacité pour augmenter la biodisponibilité de SA de BCS 

classe IV faiblement solubles et faiblement perméables par voie orale. Par exemple, la 

formulation du docétaxel dans des microémulsions composées de Capryol 90 (phase 

huileuse), Cremophor EL (surfactant) et de Transcutol (co-surfactant) administrées par voie 

orale chez des rats a permis d’observer une biodisponibilité de 34,4% contre 6,63% pour la 

forme commerciale du docétaxel (Taxotère®) [202]. 
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3.3.2 Nanoparticules lipidiques solides (SLN) 

Les SLN (figure 31B) présentent une bonne alternative aux émulsions en remplaçant leur 

phase huileuse liquide par une phase huileuse solide pour une meilleure stabilité de la SA et 

aussi un contrôle de la libération de la SA [203]. 

N Dudhipla et al. ont formulé le Zaleplon (faiblement soluble dans l’eau et sujet au premier 

passage hépatique) dans des SLN composées de Compritol ATO 888, Poloxamer 188 et de 

lécithine d’œuf afin de l’administrer par voie orale chez le rat. Une augmentation de la 

biodisponibilité du Zaleplon d’un facteur 2,66 a été observée avec les SLN en comparaison 

avec une suspension de la SA [204]. 

 

3.3.3 Système lipidiques nanostructurés (NLC) 

Les NLC (figure 31C) sont composés à la fois d’un mélange de phase huileuse liquide et solide 

afin d’augmenter la capacité de chargement en SA [205]. 

Ainsi, le fénofibrate a été formulé sous forme de NLC composés de Precirol ATO 5 (lipide 

solide), Captex100 (lipide liquide) and tween-80 (surfactant). Après administration orale chez 

le chien, la biodisponibilité a été augmentée de 3,5 à 3,6 fois en comparaison avec la forme 

commerciale (Lyphantyl) [206]. 

 

3.3.4 Liposomes  

Comme décrit précédemment (chapitre 3, partie 1.2.1), les liposomes (figure 29) sont des 

vésicules lipidiques composées d’une bicouche de PL utilisées pour améliorer la 

biodisponibilité des SA pour la voie orale [207]. 

L’itraconazole a été formulé avec de la lécithine d’œuf, du cholestérol et du désoxycholate de 

sodium. Après administration orale  de cette formulation chez le rat, la biodisponibilité a été 

augmentée de 1,67 fois comparée à la forme commerciale (Sporanox) [208]. 

 

3.3.5 Système auto-émulsifiant (SEDDS) 

Les SEDDS sont des systèmes qui permettent la formation spontanée d’émulsions dans le TGI 

après administration par voie orale. En fonction de la taille des émulsions formées on parle de 

SMEDDS si leur taille est micrométrique ou de SNEDDS si leur taille est nanométrique. La SA 

est solubilisée dans un mélange d’huiles, de surfactants et de co-surfactants [209]. 
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De nombreuses études ont montré le potentiel des SEDDS pour augmenter la biodisponibilité 

des SA faiblement solubles et/ou faiblement perméables. Par exemple, le paclitaxel a été 

formulé avec des SMEDDS composés de vitamine E, D-tocopheryl polyethylene glycol 

succinate 1000 (TPGS), et de cremophor RH 40. Après administration orale chez le rat, les 

SMEDDS ont permis d’augmenter la biodisponibilité du paclitaxel comparé à sa forme 

commerciale (Taxol®) de 28,6% à 52,7% en fonction de la dose [210]. 

 

3.3.6 Nanocapsules lipidiques (LNC) 

Les LNC sont des systèmes de type cœur/coque de petites tailles (20 – 100nm). Le cœur est 

généralement une phase huileuse liquide et la coque un mélange de surfactants hydrophiles 

et lipophiles. Ce sont des systèmes biocompatibles et biodégradables qui permettent 

d’encapsuler des SA avec un taux de chargement assez élevé et d’augmenter la 

biodisponibilité des SA par voie orale [211]. 

La biodisponibilité orale de la tanshinone IIA a ainsi été améliorée de 3,6 fois grâce à la 

formulation LNC composée de Labrafac® (phase huileuse), Kolliphor HS15, et Span 80 

(surfactants) par rapport à la suspension de tanshinone IIA [212]. 

 

IV. Conclusion  

Le choix de la voie d’administration se fait principalement en fonction de la zone et/ou de la 

pathologie à traiter mais aussi des propriétés physicochimiques des SA. Dans le cas des 

maladies visuelles, la voie d’administration privilégiée est l’instillation oculaire (voie topique). 

Cependant, pour des physiopathologies comme la DMLA et la maladie de Stargardt, situées 

dans le segment postérieur de l’œil, les formes pharmaceutiques conventionnelles ne 

permettent pas d’obtenir des concentrations en SA suffisantes au niveau de la rétine pour 

avoir un traitement efficace pour stopper l’avancée de la maladie. Une administration par voie 

systémique (IV) est souvent utilisée pour valider une preuve de concept d’efficacité in vivo 

mais très traumatisante pour le patient et très couteuse. L’alternative d’une administration 

par voie orale est possible pour délivrer les SA jusqu’à la rétine. Cependant, la présence de la 

BHR entraine une faible biodisponibilité d’autant plus si les SA sont des molécules de BCS 

classe IV. 
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Ces dernières années, l’intérêt des nanoformulations lipidiques pour augmenter la 

biodisponibilité des molécules lipophiles a été démontré. Ces formulations permettent aux SA 

de pénétrer et diffuser au travers des barrières physiologiques de manière plus efficace après 

administration topique ou systémique (IV et orale). Par voie IV ces formulations peuvent 

permettre d’augmenter le temps de résidence des SA pour retarder leur élimination. Par voie 

orale, ces formulations permettent d’augmenter la solubilité de la SA dans le TGI et optimise 

leur absorption via la voie lymphatique pour augmenter la biodisponibilité des SA. Plus 

généralement, les excipients qui composent la formulation doivent permettre de solubiliser 

et charger la SA de manière efficace, ils doivent également être biocompatibles et présenter 

une faible toxicité pour garantir l’innocuité de la forme pharmaceutique administrée.  Le rôle 

du galéniste est de choisir, développer et optimiser des formulations adaptées aux 

caractéristiques physico-chimiques de la SA afin que la concentration en actif atteigne le site 

d’action pour pouvoir exercer son effet thérapeutique. Dans l’idéal ces formes doivent être 

aussi faciles à administrer pour permettre une bonne observance thérapeutique. 

 

Dans cette optique au sein de ce travail de thèse, les caractéristiques physico-chimiques ainsi 

que les propriétés biopharmaceutiques des molécules lipophénoliques développées ont étés 

étudiées (chapitre 4) afin de proposer des formulations pour la voie IV et orales adaptées 

(chapitre 5). L’impact de ces formulations sur l’efficacité du traitement proposé a ensuite été 

étudié in vivo sur des modèles animaux de DMLA et de Stargardt (chapitre 6). 
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I. Introduction 

Les résultats prometteurs dans le traitement de la DMLA atrophique et de la maladie 

génétique de Stargardt (chapitre 2, partie 2) obtenus avec les nouvelles molécules 

lipophénoliques (IP-DHA et Q-IP-DHA) développées dans le laboratoire nous ont permis de 

continuer leur développement. Pour rappel, une preuve de concept de l’efficacité in vivo sur 

un modèle de la maladie de Stargardt a été obtenue par voie IV avec l’IP-DHA mais pas encore 

avec la Q-IP-DHA. L’objectif de la première partie de cette étude est donc (1) de formuler la 

molécule LEAD : IP-DHA pour une administration par voie orale et (2) de formuler la molécule 

Back up Lead Q-IP-DHA pour la voie IV afin d’obtenir une preuve de concept avec cette 

molécule (tableau 17). 

 

Tableau 17 : Résultats précédemment obtenus avec la molécule Lead (IP-DHA) et backup 
Lead (Q-IP-DHA)  

 IP-DHA Q-IP-DHA 

Activité antioxydante in vitro + ++ 

Activité anti-stress carbonylé in vitro + + 

Protection contre la toxicité induite par l'A2E + ++ 

Efficacité par voie iv in vivo (preuve de concept) + A évaluer 

Efficacité par voie orale in vivo A évaluer A évaluer 

 

Avant de commencer les études de formulations (chapitre 5), il est important de déterminer 

les caractéristiques physico-chimiques (solubilité dans du tampon PBS, solubilité en milieu 

gastrique et en milieu intestinale simulé, log P) et les propriétés biopharmaceutiques 

(perméabilité à travers les entérocytes et métabolisation par les cellules hépatiques) des SA. 

Pour pouvoir être efficace, le PA administré par voie orale doit pouvoir être libéré et solubilisé 

dans le TGI pour être absorbé et ensuite distribué jusqu’au site d’action en concentration 

suffisante [1]. Ces différentes étapes dépendent essentiellement des caractéristiques physico-

chimiques et des propriétés biopharmaceutiques de la molécule [2]. Ainsi la solubilité et la 

perméabilité de la molécule sont des paramètres essentiels pour nous permettre de connaitre 

la classification BCS de la molécule et proposer une formulation adaptée capable d’améliorer 

les propriétés de la SA qui limiteraient sa biodisponibilité et donc son efficacité.  
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II. Matériels & Méthodes 

2.1 Matériel 

L'IP-DHA et la Q-IP-DHA ont été synthétisés comme décrit précédemment [3]. L'acétonitrile, 

le méthanol (MeOH) et le chlorure de sodium (NaCl) ont été achetés chez Honeywell 

(Charlotte, NC, USA). La pepsine de la muqueuse gastrique porcine, la pancréatine du pancréas 

porcin (4× les spécifications USP), l'extrait biliaire porcin, le NaOH et les comprimés de solution 

saline tamponnée au phosphate ont été achetés chez Sigma (Saint Louis, MO, USA). Le CaCl2 

a été acheté auprès de Thermo Scientific (Waltham, MA, USA). Le HCl (37%) provient de Fisher 

Scientific (Pittsburgh, PA, USA).  

 

2.2 Détermination du Log P de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

Le log P de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA ont étés évalués in silico en utilisant le logiciel ALOGPS 

[4]. 

 

2.3 Analyse par µHPLC-MS/MS 

L'analyse quantitative a été réalisée par µHPLC (Sciex, ExionLC AD) avec une colonne C18 

(phenomenex C18 luna polar, 30 x 2,1mm ID, 100A) comme phase stationnaire. La phase 

mobile était constituée de 0,1 % d'acide formique dans l'eau (phase A) et de 0,1 % d'acide 

formique dans l'acétonitrile (phase B) avec un mode de gradient commençant par un ratio de 

30/70% (v/v) à 0min puis à 0/100% à 1,90min et enfin à 30/70% à 3min (débit de 0,7mL.min-

1) pendant 10min. Les échantillons ont été analysés sur le Sciex 5500- triple-quadrupole MS, 

mode d'ionisation positive, température capillaire 300°C, tension capillaire 5,5Kv. 

 

2.4 Solubilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA  

Les solubilités de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA ont été évaluées dans le PBS pH 7,4, le fluide 

gastrique simulé à pH 1,5 (SGF) et le fluide intestinal simulé à pH 7,4 (SIF) (tableau 18) sans 

enzymes (pepsine et pancréatine). Un excès d’IP-DHA et de Q-IP-DHA a été ajouté à chaque 

milieu et maintenu sous agitation magnétique à température ambiante pendant 24h. Ensuite, 

les mélanges ont été centrifugés à 3000rpm pendant 15min. Le surnageant de chaque 
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échantillon a été dilué avec du méthanol. La concentration de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans 

chaque échantillon a été déterminée en utilisant l'analyse µHPLC/MS-MS (section 2.3) 

 

Tableau 18 : Composition des milieux SGF et ISF utilisés pour l'étude de stabilité 

SGF ISF 

2g NaCl 

7mL HCl 37% 

3,2g pepsine 

1L d’eau 

pH = 1,5 

5mL de pancréatine (4,80mg/mL) 

8mL de sels biliaires (5mg/mL) 

2mL de CaCl2 (83,5mh/mL) 

PBS pH 7,4 

pH = 7,4 

 

2.5 Perméabilité des SA sur cellules Caco-2 

L’analyse de perméabilité a été faite par Eurofins. Les cellules Caco-2, cellules épithéliales 

intestinales humaines dérivées d'un adénocarcinome colorectal ont été ensemencées à 1 x 

105 cellules/cm2 dans des plaques MultiscreenTM à 96 puits (Millipore). Cet essai a été réalisé 

dans le sens pôle apical vers le pôle basolatéral (A-B) et B-A. L’IP-DHA et la Q-IP-DHA ont été 

préparés à 10μM dans HBSS-MES (pH 6,5) ou HBSS-HEPES (pH 7,4) avec une concentration 

finale de DMSO de 1%. La solution de travail a ensuite été centrifugée et le surnageant est 

ajouté au côté donneur. La plaque d'essai a été incubée à 37°C avec une légère agitation 

pendant 60min ou 40min pour l'essai A-B ou B-A. Les échantillons aliquotés du côté donneur 

à T0 et au point final et du côté du récepteur au point final ont été analysés par HPLC-MS/MS 

(section 2.3). 

 

Le coefficient de perméabilité apparent (Papp) en cm/s du Q-IP-DHA et de l’IP-DHA a été calculé 

selon l’équation suivante : 

 

𝑃𝑎𝑝𝑝=

𝑉𝑅  × 𝐶𝑅(𝑒𝑛𝑑)

∆𝑡
 ×

1

𝐴 × (𝐶𝐷(𝑚𝑖𝑛𝑑)−𝐶𝑅(𝑚𝑖𝑛𝑑))
 

 

 

Où VR est le volume de la chambre de réception, CR (end) la concentration de Q-IP-DHA ou d’IP-

DHA dans la chambre réceptrice au point de temps final, Δt le temps d'incubation, A la surface 
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de la monocouche cellulaire, CD (mind) la concentration calculée au point médian du composé à 

tester du côté du donneur, qui est la valeur moyenne de la concentration du donneur au 

temps 0min et de la concentration du donneur au point de temps final. CR (mind) est la 

concentration à mi-parcours du composé testé du côté récepteur, qui correspond à la moitié 

de la concentration du récepteur au point final.  

 

2.6 Stabilité des SA sur les microsomes humains 

L’analyse de stabilité a été faite par Eurofins. La stabilité métabolique de la Q-IP-DHA et de 

l’IP-DHA sur des microsomes humains (microsomes S9, hépatocytes cryoconservés, CYP 

recombinant, UGT recombinante) a été évaluée, exprimée en pourcentage de Q-IP-DHA ou 

d’IP-DHA restant, le Q-IP-DHA et l’IP-DHA ont été pré-incubés sur des microsomes hépatiques 

regroupés dans un tampon phosphate (pH 7,4) à 10mM pendant 5min dans un bain-marie à 

37ºC avec agitation. La réaction a été initiée par l'ajout du système générateur de NADPH et 

incubée pendant 0, 15, 30, 45 et 60min. La réaction a été stoppée en ajoutant le mélange 

d'incubation dans un mélange d'acétonitrile/méthanol (rapport 1:3 v/v). Les échantillons ont 

été mélangés et centrifugés (3000rpm, 2 min) pour précipiter les protéines et les surnageants 

ont été recueillis. La concentration de Q-IP-DHA et d’IP-DHA a été déterminée par analyse 

µHPLC-MS/MS décrite dans la section 2.3. La demi-vie (T1/2) a été estimée à partir de la pente 

de la plage linéaire initiale de la courbe logarithmique du composé restant (%) en fonction du 

temps, en supposant une cinétique de premier ordre. 

 

III. Résultats et discussion 

Les PM de l’IP-DHA de 478g/mol et de la Q-IP-DHA de 654,79g/mol ainsi que la valeur de leur 

log P déterminés à 7,91 pour l’IP-DHA et à 7,92 pour la Q-IP-DHA (tableau 19) nous indiquent 

que ces molécules et en particulier la Q-IP-DHA ne suivent pas les règles de Lipinski qui sont 

un indicateur du passage favorable des molécules au travers de la barrière digestive. En effet 

selon ces règles les molécules ayant un PM < 500g/mol, un log P < 5 et > 2 et un maximum de 

5 liaisons hydrogène donneurs (< 5 Oxygène-Hydrogène et d’azote-hydrogène) sont 

généralement absorbés plus facilement à travers les entérocytes par diffusion passive que les 

molécules plus grosses [5]. La Q-IP-DHA pourrait donc être moins bien absorbée que l’IP-DHA 

après une administration par voie orale. 
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Tableau 19 : Structure chimique, PM et Log P de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

 IP-DHA Q-IP-DHA 

Structure  

 
 

 

PM 478g/mol 654,79g/mol 

Log P 7,91 7,92 

Nombre de liaisons 

donneurs H 

1 3 

 

Après une administration par voie orale, lors de la phase d’absorption, une molécule avec un 

Log P > 5 pourra préférentiellement rejoindre la circulation générale via la voie lymphatique 

[6,7]. Les deux SA sont donc de bonnes candidates pour un passage par la voie lymphatique.  

 

3.1 Détermination de la solubilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

La solubilité de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA a été évaluée dans le tampon phosphate salin (PBS) 

à pH 7,4 ainsi que dans des fluides gastriques et intestinaux simulés (SGF et SIF).  

 

Tableau 20 : Solubilité de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans différents milieux aqueux (n=3) 

 IP-DHA Q-IP-DHA 

Solubilité PBS pH 7,4 11,54 ± 1.53µg/mL 22,2 ± 0,62µg/mL 

Solubilité SGF pH 1,5 7,39 ± 0.26µg/mL 187,2 ± 1,46µg/mL 

Solubilité SIF pH 7,4 10,19 ± 0.12µg/mL 118,6 ± 2,59µg/mL 

 

Globalement, l'IP-DHA s’est avéré peu soluble dans tous les milieux aqueux (tableau 20), avec 

une concentration de : 11,54 ± 1,53µg/mL dans le PBS, à 10,19 ± 0,12µg/mL dans le SIF et 

encore plus faible à 7,39 ± 0,26µg/mL dans le SGF. La Q-IP-DHA est également peu soluble 

avec une concentration de 22,2 ± 0,62µg/mL dans le PBS, 187.2 ± 1,46µg/mL dans le SGF et 

118.6 ± 2,59µg/mL dans le SIF. La solubilité des deux SA en milieu aqueux doit être améliorée 

aussi bien dans le cas d’une administration par voie IV  pour éviter tout risque de thrombose 
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[8] que pour une administration per os pour améliorer la biodisponibilité de ces molécules par 

l’utilisation de solvants, co-solvants, surfactants ou de formulations [9]. 

 

3.2 Détermination de la perméabilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur 

modèle Caco-2 

Des études de perméabilité sur des cellules intestinales humaines, Caco-2, ont été réalisées 

pour compléter les données de log P, de PM et de liaisons H (tableau 19). Le modèle Caco-2 

est le modèle de référence pour évaluer la perméabilité des SA chez l’homme [10].  

 

Tableau 21 : Perméabilité de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA in vitro sur modèle Caco-2 (n=3) 

 IP-DHA Q-IP-DHA 

A-B permeability (Caco-2, pH 6.5/7.4) 1,0 ± 0.14 x 10-6cm/s 0,0 ± 0,00 x 10-6cm/s 

B-A permeability (Caco-2, pH 6.5/7.4) 0,7 ± 0.05 x 10-6 cm/s 0,01 ± 0,00 x 10-6cm/s 

 

La vitesse diffusion de l'IP-DHA de la partie apicale à la partie basolatérale (A-B) a été 

déterminée à 1,0 ± 0,14 x 10-6cm/s et de la partie basolatérale à partie apicale (B-A) à 0,7 ± 

0,05 x 10-6cm/s. Pour la Q-IP-DHA, aucun passage n’a été mis en évidence avec des valeurs de 

vitesse de diffusion nulle dans le cas A-B et presque nulle (0,01 ± 0,00 x 10-6cm/s) pour le cas 

B-A (tableau 21). Ces valeurs confirment la faible diffusion des deux SA et particulièrement  

de la Q-IP-DHA au travers de la membrane et donc leur classification en molécules peu 

perméables [11]. A titre de comparaison, la caféine qui est un composé très perméable, 

présente des valeurs de perméabilité sur modèle Caco-2 de 46,3 à 53.5 x 10-6 cm/s pour le 

passage A-B et 45,6 à 49,4 x 10-6 cm/s pour le passage B-A [12]. 

 

l'IP-DHA et la Q-IP-DHA étant des molécules peu solubles et peu perméables, classées en BCS 

classe IV [13] conduisent à une absorption par voie orale erratique et très limitée, avec des 

variations de biodisponibilité inter et intra-individuelle élevées [14]. Ces paramètres de 

solubilité et de perméabilité pourraient être améliorés en modifiant certains groupements 

présents sur la molécule [2], mais cette démarche pourrait conduire à une perte d’efficacité 

et/ou à une modification des propriétés thérapeutiques. Ces paramètres seront donc 

améliorés en développant des formulations innovantes [15]. 
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3.3 Détermination de la stabilité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur 

microsomes humains 

Après administration et absorption des SA par voie orale, une majorité des substances actives 

va passer par la veine porte puis par le foie avant de rejoindre la circulation générale [16]. Ce 

test permet de savoir dans quelle proportion les molécules administrées par voie orale vont 

être métabolisées par l’effet de premier passage hépatique. La quantité d’IP-DHA et de la Q-

IP-DHA dans le temps (stabilité métabolique) a ainsi été évaluée sur des microsomes 

hépatiques. 
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Figure 39 : Cinétique de dégradation de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur microsomes 

hépatiques humains 

 

Les résultats montrent que l’IP-DHA et la Q-IP-DHA sont métabolisés par les microsomes de 

façon différente (figure 39). L’IP-DHA présente une dégradation très rapide avec un T1/2 de 

10min alors que la Q-IP-DHA n’est que partiellement dégradée car nous retrouvons plus de 

65% de Q-IP-DHA à 60min (T1/2 > 60min). La métabolisation hépatique est un facteur limitant 

la biodisponibilité des SA administrées par voie orale. Cependant comme l’IP-DHA présente 

un log P > 5, il est possible d’envisager un passage préférentiel dans la circulation systémique 

par la voie lymphatique afin de limiter cette métabolisation. 
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IV. Conclusion 

Les deux molécules lipophénoliques développées présentent des caractéristiques physico-

chimiques et biopharmaceutiques assez similaires (tableau 22) qui les classent en composés 

de BCS classe IV (faiblement solubles et faiblement perméables). La Q-IP-DHA présente 

toutefois un avantage par rapport au Lead IP-DHA car elle est plus soluble dans l’eau et n’est 

que partiellement dégradée par les hépatocytes, mais sa perméabilité intestinale est plus 

réduite en raison de ses caractéristiques physicochimiques plus défavorables (PM, nombre 

d’O-H et de N-H > 5). Il sera donc envisagé de développer des formulations permettant de 

passer par la voie lymphatique pour l’IP-DHA et des formulations améliorant la pénétration à 

travers les entérocytes pour la Q-IP-DHA. 

 

Tableau 22 : Récapitulatif des propriétés de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

 IP-DHA Q-IP-DHA 

Solubilité aqueuse - - - 

Perméabilité - - - 

Stabilité sur microsomes - + 

 

Les caractéristiques physico-chimiques et biopharmaceutiques des SA sont des paramètres 

importants à déterminer au cours du processus de développement de nouvelles molécules 

actives. Les études en cours dans ce projet montrent l’importance du greffage par une 

fonction ester (instable) pour conserver l’activité et l’optimisation de leurs propriétés 

biopharmaceutiques par modification chimique ne semble donc pas être possible. Le greffage 

de groupements labiles sur des fonctions phénoliques pourraient cependant permettre de 

changer la solubilité et de réduire la métabolisation de certains lipophénols. L’autre solution 

pour améliorer ces paramètres serait donc de formuler les SA efficacement pour augmenter 

leur biodisponibilité. Le développement de nos molécules d’intérêt classées BCS classe IV pour 

une administration par voie orale est un véritable challenge compte tenu de leurs 

caractéristiques.  Ces dernières années de nombreuses formulations innovantes ont été 

étudiées pour permettre d’améliorer la biodisponibilité de ce type de molécule. Parmi les 

formulations, les formulations lipidiques LBBDS (chapitre 3, partie 3.3) ont montré des 

résultats très encourageants. Dans le chapitre suivant, le développement de formulations 

pour la voie IV et orale des deux molécules sera présenté. 
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I. Développement et caractérisation d’une formulation 

IV pour la Q-IP-DHA et l’IP-DHA 

 

1.1 Introduction 

Les études in vitro ont démontré la capacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA à améliorer la survie 

cellulaire de cellules rétiniennes après induction d’un stress oxydant, carbonylé et contre la 

toxicité de l’A2E [1]. Ces mécanismes étant directement impliqués dans la physiopathologie 

de la DMLA atrophique et de la maladie génétique de Stargardt, il est nécessaire d’obtenir une 

preuve de concept de l’efficacité de ces molécules par voie IV pour le traitement de ces 

pathologies. 

 

Comme nous l’avons démontré dans le chapitre précédent, la Q-IP-DHA est une molécule très 

faiblement soluble dans l’eau, du fait de sa structure chimique, car le cycle flavonoïdique de 

l’IP-DHA est sujet au phénomène de π stacking, limitant sa solubilité en milieu aqueux. Mais, 

pour pouvoir être administrée par voie IV la Q-IP-DHA devra être solubilisée [2]. Différentes 

approches peuvent être proposées pour améliorer la solubilité [3,4]  telles que des méthodes 

conventionnelles comme l'ajustement du pH [5], l'utilisation de co-solvants [6], la formation 

de micelles avec des surfactants [7], l'utilisation de cyclodextrines [8], d'émulsions [9] et de 

liposomes [10]. 

 

L’objectif  de cette étude est de proposer une formulation IV adaptée à la Q-IP-DHA pour 

pouvoir l’administrer par voie IV chez la souris ABCA4KO (modèle de la maladie génétique de 

Stargardt [11]) afin d’évaluer son efficacité protectrice après induction d’un stress lumineux 

aigu provoquant une dégénérescence des photorécepteurs. La formulation doit permettre 

une solubilisation ou une dispersion de la Q-IP-DHA en quantité suffisante pour avoir un effet 

thérapeutique lors de l’administration mais il faut aussi s’assurer de la stabilité de la 

formulation après administration pour éviter la reprécipitation de la Q-IP-DHA. Cette 

formulation sera également évaluée pour savoir si elle peut permettre de solubiliser l'IP-DHA 

afin de pouvoir comparer l’efficacité de l’IP-DHA complexé avec la BSA (précédemment 

évaluée in vivo : chapitre 2, partie 2.1.2) et cette nouvelle formulation par voie IV. 
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1.2 Matériel & Méthodes 

1.2.1 Matériel 

La Q-IP-DHA et l’IP-DHA ont été synthétisés comme décrit précédemment [12]. Le Kolliphor® 

HS 15 a été acheté chez BASF (Allemagne). L'acétonitrile, le méthanol (MeOH) et le chlorure 

de sodium (NaCl) ont été achetés chez Honeywell (USA). Le HCL 37% provient de Fischer 

Scientific (USA) et l’éthanol, le glycofurol et le PBS pH 7,4 a été acheté chez Sigma (USA).  

 

1.2.2 Solubilité de la Q-IP-DHA dans différents excipients 

La solubilité de la Q-IP-DHA a été déterminée dans différents excipients (éthanol, kolliphor® 

HS 15, glycofurol) utilisés pour les formulations de la voie IV. Pour cela, la Q-IP-DHA a été 

ajoutée en excès (> 40mg/mL) dans un volume d’excipient déterminé sous légère agitation 

pendant 24h à température ambiante. Les échantillons ont ensuite été centrifugés 

(centrifugeuse Sigma 2K15, 10 000rpm, 15min) et le surnageant a été prélevé et dilué dans le 

méthanol avant d’être quantifié comme décrit dans la section 1.2.6 

 

1.2.3 Préparation des micelles vides (M-V) et des micelles chargées en Q-IP-

DHA (M-Q-IP-DHA) 

La Q-IP-DHA a été solubilisée à une concentration de 30mg/mL dans le Kolliphor® HS 15 à 40°C 

avec bain marie et agitation (300rpm). Une fois la Q-IP-DHA complètement solubilisée, un 

volume déterminé de solution saline à 0,9% a été ajouté sous agitation magnétique douce 

pour former spontanément des micelles chargées de Q-IP-DHA (M-Q-IP-DHA). Des micelles 

vides (M-V) ont été préparées par la même méthode, sans ajout de Q-IP-DHA. Les 

formulations ont été filtrées sur des filtres de polycarbonate 0,22µM avant d'être analysées. 

 

1.2.4 Détermination du ratio Kolliphor® HS 15/eau 

Différents ratios volumiques de Kollliphor® HS 15/solution saline 0,9% allant de 90/10 à 20/80 

(v/v) ont été testés. La précipitation du Q-IP-DHA a été évaluée macroscopiquement lors de 

l'ajout de la solution saline 0,9%. 
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1.2.5 Stabilité de la formulation M-Q-IP-DHA en milieu physiologique 

100µL de M-Q-IP-DHA à 6mg/mL ont été dilués dans 1,8mL de PBS pH 7,4 sous agitation 

magnétique douce (300rpm) pendant 1 heure pour simuler les conditions de dilution lors 

d’une administration IV. Ensuite, les mélanges ont été centrifugés à 10 000rpm (centrifugeuse 

Sigma 2K15) pendant 10 minutes. La précipitation de la Q-IP-DHA a été observée visuellement 

après centrifugation. Les mélanges sont à nouveau centrifugés à 3000rpm pendant 10min et 

le surnageant de chaque échantillon est prélevé et dilué dans du méthanol. La concentration 

de Q-IP-DHA dans chaque échantillon a été déterminée par HPLC/UV (section 1.2.6). 

 

1.2.6 Taux de chargement et pourcentage d’encapsulation en Q-IP-DHA 

La quantification de la Q-IP-DHA chargée dans les M-Q-IP-DHA a été effectuée par 

chromatographie liquide à haute performance (CLHP) sur l'appareil de modèle LC6-2012HT 

(Shimadzu, Kyoto, Japon) avec une colonne Prontosil C8 (120-5-C8 SH, 5µm, 250 x 4,0mm) 

couplée à un détecteur UV-visible (Shimadzu, Kyoto, Japon). Le débit a été réglé à 1mL/min. 

et la détection mesurée à 204nm. La phase mobile était un mélange d'eau et d'acétonitrile en 

mode isocratique avec un rapport 90/10 (v/v) d'acétonitrile/eau avec de l'acide formique à 

0,2%. La courbe d'étalonnage était linéaire de 1 à 200µg/mL (r² = 0,9992). 

 

Le taux de chargement a été calculé à l'aide de l'équation suivante : 

Taux de chargement =  
Quantité de Q − IP − DHA ajouté

Quantité totale de 𝑄 − 𝐼𝑃 − DHA + d′excipients
 

 

Le taux d’encapsulation a été calculé à l’aide de l’équation suivante :  

 

% Encapsulation =  
Quantité de Q − IP − DHA dans les micelles

Quantité de Q − IP − DHA ajoutée
 × 100 

 

1.2.7 Détermination de taille et potentiel zêta des M-V et M-Q-IP-DHA 

La distribution de taille et le potentiel zêta des M-V et M-Q-IP-DHA obtenus après dilution 

dans 1,8mL de PBS pH 7,4 ont été étudiés par spectroscopie de corrélation de photons (PCS) 

à l'aide d'un appareil Zetasizer NanoZS (Malvern Instruments Ltd., Worcestershire, UK) équipé 

d'un laser He-Ne (632,8nm) à une température de 20 °C et à un angle de diffusion de 173° 
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pour la détection. Pour déterminer la taille des particules et la distribution de taille, chaque 

échantillon de micelles a été placé dans une cuvette. La taille des particules a été exprimée en 

tant que diamètre moyen tandis que la distribution de taille des particules a été exprimée en 

tant qu'indice de polydispersité (PDI). Pour la détermination du potentiel zêta, chaque 

formulation a été transférée dans des cellules capillaires DT51070 (Malvern). 

 

1.2.8 Adaptation de la formulation à l’IP-DHA 

La formulation développée avec la Q-IP-DHA a été évaluée pour savoir si elle pouvait être 

également utilisée pour l’IP-DHA. La taille, le taux de chargement et le pourcentage 

d’encapsulation de l’IP-DHA dans les micelles de Kolliphor® HS 15 ont été évalués pour une 

concentration de 6mg/mL d’IP-DHA de la même façon que pour la Q-IP-DHA. 

 

1.3 Résultats et discussion 

1.3.1 Choix de la formulation 

Les premiers essais réalisés à base d’éthanol et de glycofurol n’ont pas permis de charger 

suffisamment de SA (6mg/mL) pour le développement de la formulation IV. Nous nous 

sommes donc orientés vers le développement d’une formulation micellaire à base de 

Kolliphor® HS 15 [12] (figure 40).  

 

 

Figure 40 : Structure chimique du Kolliphor® HS 15 

 

Il s'agit d'un tensioactif amphiphile non ionique composé à 70% de composants mono- et di-

ester éthoxylés, dont le groupe carboxylique et le groupe hydroxy peuvent être éthoxylés, et 

à environ 30% de PEG libres [13]. Le Kolliphor® HS 15 est un excipient qui présente une bonne 

biocompatibilité et une faible toxicité à sa concentration micellaire critique de 0,005%-0,02% 

et permet de former spontanément des micelles dans un environnement aqueux [14,15]. La 

formation de micelles permet de charger des composés lipophiles tels que la Q-IP-DHA dans 

son cœur lipophile [16] par solubilisation micellaire (figure 41).  
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Figure 41 : Schéma d'une micelle de Kolliphor® HS 15 chargée en Q-IP-DHA 

 

En plus de la capacité des micelles à augmenter la solubilité d’actifs lipophiles, elles 

permettent aussi de protéger l’actif de la dégradation dans le sang en limitant les interactions 

avec les protéines et les cellules du sang [17].  L’actif n'étant pas reconnu par les macrophages, 

son temps de demi-vie est augmenté dans la circulation sanguine [18]. Une étude a montré 

que l'utilisation de Kolliphor® HS 15 augmentait le temps de résidence de la colchicine dans le 

sang (alcaloïde tricyclique) et diminuait sa clairance après administration IV chez le rat [19]. 

Les micelles présentent donc de nombreux avantages pour l’administration de SA par voie IV. 

 

1.3.2 Influence de la concentration en Kolliphor® HS 15 sur le taux de 

chargement en Q-IP-DHA 

Le Kolliphor® HS 15 peut être utilisé jusqu’à 50% dans certaines préparations 

pharmaceutiques : diclofénac, vitamine K1 [20]. Pour notre étude chez l’animal, il faudra 

limiter la quantité de Kolliphor® HS 15 pour éviter des effets secondaires (dose létale chez 50% 

des souris (DL50) est > 3,16g/kg). L’objectif est de charger la Q-IP-DHA dans les micelles à une 

concentration de 6mg/mL pour nous permettre d’injecter des doses de 30mg/kg par voie IV 

chez la souris, dose à laquelle l’IP-DHA complexé avec la BSA a permis d’obtenir une protection 

optimale des photorécepteurs. Nous avons donc étudié différents ratios de Kolliphor® HS 15 

/solution saline à 0,9% afin de définir la quantité de Kolliphor® HS 15 optimiale pour solubiliser 

la Q-IP-DHA à 6mg/mL (tableau 23).  
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Tableau 23 :  Etude de la solubilisation de Q-IP-DHA à 6mg/mL dans différents ratios 
Kolliphor® HS 15/solution saline 0,9% (n = 3) 

Excipients Ratio Précipitation de la Q-IP-DHA 

Kolliphor® HS 15/ 

Solution saline à 

0.9% 

50/50 

40/60 

30/70 

20/80 

Pas de précipitation 

Pas de précipitation 

Pas de précipitation 

Pas de précipitation 

 

Au cours des expériences, nous n'avons pas observé de précipitation de la Q-IP-DHA aux 

differents ratio de Kolliphor® HS 15/solution saline 0.9 % allant de 50/50 à 20/80 (v/v). Nous 

avons donc choisi de continuer le développement avec un ratio Kolliphor® HS 15/solution 

saline 0,9% de 20/80 avec une concentration de Q-IP-DHA de 6mg/mL ce qui correspond à un 

taux de chargement en Q-IP-DHA de 3,11%. Cette composition permet de limiter au maximum 

la quantité de Kolliphor® HS 15 utilisée afin de réduire les risques d’irritation et d’effets 

secondaires. 

 

1.3.3 Taille et potentiel zêta des micelles vides (M-V) et des M-Q-IP-DHA 

La caractérisation de la formulation des micelles vides (M-V) et chargées en Q-IP-DHA (M-Q-

IP-DHA) a permis de déterminer leur distribution de taille et leur potentiel zêta (tableau 24). 

Le chargement en Q-IP-DHA dans les micelles n'a pas conduit à une augmentation de la taille 

moyenne : 15,9 ± 2,6nm par rapport au M-V : 15,8 ± 2,9nm. L’indice de polydispersité (PDI) 

varie peu passant de 0,1 pour les M-V à 0,2 pour les M-Q-IP-DHA. Compte tenu de la faible 

solubilité de la Q-IP-DHA dans l’eau, l’absence de précité confirme le chargement de la Q-IP-

DHA dans les micelles.  

 

Tableau 24 : Taille, PDI et potentiel zêta des M-V et des M-Q-IP-DHA à 6mg/mL (n = 3). 

 M-V M-Q-IP-DHA 

Taille des micelles (diluées à 1:18 

dans le PBS) 

15,8 ± 2,9nm 15,9 ± 2,6nm 

PDI 0,1 ± 0.0 0,2 ± 0,1 

Potentiel zêta (non dilué) -1,4 ± 0,4mV 0,1 ± 0,0mV 
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La mesure de potentiel zêta rend compte de la charge électrique à la surface des formulations 

en solution. Les M-V et les M-Q-IP-DHA présentent un potentiel zêta presque neutre de -1,4 ± 

0,4mV et 0,1 ± 0,0mV. Il est admis qu'une valeur de potentiel zêta supérieure ou inférieure à 

30mV évite l'agrégation des micelles entre elles et maintient une bonne stabilité due aux 

forces de répulsion électrostatique [21]. Cependant, l'administration IV de micelles ayant une 

charge de surface neutre évite l'agrégation de ces micelles avec les protéines sériques qui sont 

chargées négativement [22] et empêche également une élimination rapide dans le sang par 

les phagocytes [23]. La formulation de Kolliphor® HS 15/solution saline 0,9% avec un ratio de 

20/80 nous permet donc de formuler la Q-IP-DHA à 6mg/mL, stable à la dilution dans du PBS 

pH 7,4. 

 

1.3.4 Test de précipitation en milieu physiologique et % d’encapsulation 

La dilution de la formulation dans un grand volume aqueux tel que le sang pourrait entrainer 

la précipitation de la Q-IP-DHA [24]. Pour s'en assurer, nous avons effectué un test de 

précipitation in vitro. Le volume de formulation normalement injecté chez la souris (≈ 100µL) 

a été dilué dans 1,8mL de PBS pH 7,4 (volume de sang moyen d’une souris de 25g) sous une 

agitation douce. La Q-IP-DHA a été ensuite dosée à 345 ± 26µg/mL. Dans un second temps, ce 

même échantillon a été centrifugé et la Q-IP-DHA dosée dans le surnageant à 320 ± 24µg/mL. 

La perte estimée à 4,5% de Q-IP-DHA lors de la dilution pourrait donc potentiellement 

reprécipiter lors de l'injection in vivo. Le pourcentage en Q-IP-DHA restant solubilisé dans les 

micelles est donc de 95,5 +/- 0,8%. 

 

1.3.5 Adaptation de la formulation à l’IP-DHA 

Lors des études précédentes pour évaluer l’efficacité de l’IP-DHA par voie IV, l’IP-DHA a été 

administrée par complexation avec le BSA. La BSA possédant des sites de fixation aux acides 

gras polyinsaturés [25] devrait donc former des complexes avec l’IP-DHA en se fixant sur les 

sites de liaisons du DHA. Malgré la preuve de concept obtenue avec le complexe BSA-IP-DHA 

par voie IV, nous avons voulu déterminer si notre nouvelle formulation micellaire pouvait 

permettre d’optimiser l’activité de l’IP-DHA en comparant l’efficacité de l’IP-DHA complexé 

avec la BSA vs l’IP-DHA en solution micellaire. Pour cela nous avons chargé l’IP-DHA à 6mg/mL 
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dans une solution micellaire et nous l’avons caractérisée en termes de taille, taux de 

chargement et pourcentage d’encapsulation comme pour la Q-IP-DHA (tableau 25). 

 

Tableau 25 : Taille, PDI, taux de chargement et pourcentage d’encapsulation des M-IP-DHA à 

6mg/mL (n = 3). 

 M-IP-DHA 

Taille des micelles (diluées à 1:18 

dans le PBS) 

18,4 ± 4,6nm 

PDI 0,3 ± 0,2 

Taux de chargement 3,11% 

% d’encapsulation 99,5 ± 1,1% 

 

La distribution de taille des micelles chargées est de 18,4 ± 4,6nm avec un PDI de 0,3 traduisant 

l’homogénéité de taille des micelles formées. Le taux de chargement est identique à celui de 

la Q-IP-DHA car la quantité d’actif et d’excipients utilisé est identique, cependant le 

pourcentage d’encapsulation en IP-DHA de 99,5 ± 1,1% est légèrement supérieur à celui 

obtenu avec la Q-IP-DHA (95,5%). Le chargement en IP-DHA dans cette solution micellaire à 

hauteur de 6mg/mL permet donc de solubiliser l’IP-DHA en milieux aqueux. 

 

1.4 Conclusion 

La formulation IV développée à base de Kolliphor® HS 15 et d'une solution saline à 0,9% nous 

a permis de former des micelles chargées en Q-IP-DHA à hauteur de 3,11% avec un 

pourcentage d'encapsulation de 95,5 ± 0,8 %. Ces micelles présentent une distribution de 

taille de 15,9 ± 2,6nm avec une charge de surface quasiment neutre de 0,1 ± 0,0mV. Ces 

micelles sont stables à la dilution ce qui permet de limiter la reprécipitation de la Q-IP-DHA 

dans le sang lors de l'injection dans le sang à 4,5% environ de la dose administrée. Cette 

formulation a pu être adaptée à l’IP-DHA avec succès garantissant un taux de chargement 

identique et un pourcentage d’encapsulation élevé de 99,5 ± 1,1%. Ces formulations pourront 

donc être utilisées pour évaluer l’efficacité de ces molécules par voie IV. 

 

 



Chapitre 5 : Développement et caractérisation de formulations IV et orales pour l’IP-DHA et la Q-IP-DHA 

130 

 

II. Développement et caractérisation de la formulation orale 

pour l’IP-DHA et la Q-IP-DHA 

 

2.1 Introduction 

Les expériences in vitro réalisées en amont sur des cellules rétiniennes ont démontré un effet 

protecteur de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA sur la survie cellulaire après induction d'un stress 

oxydant et carbonylé [1]. Il a ainsi été mis en évidence l'importance des parties alkyle et 

oméga-3 sur l’efficacité de cette protection cellulaire. Ces études ont également prouvé 

l’efficacité de l’IP-DHA après administration par voie IV sur le modèle de souris ABCA4KO (-/-) 

avec une protection des photorécepteurs entre 80 et 85 % [26] qui n'a pas affecté le cycle 

visuel des rétinoïdes (chapitre 2, partie 2) et l’efficacité de la Q-IP-DHA par voie IV sur le même 

modèle à hauteur de 76% (chapitre 6, partie 1). La prochaine étape dans l’étude de ces dérivés 

lipophénoliques est donc de trouver des formulations adaptées pour la voie orale, de les 

évaluer en termes de stabilité, de taux de chargement et de taille puis dans un second temps 

(chapitre 6) d’évaluer leur efficacité in vivo après avoir induit une dégénérescence rétinienne 

par un stress lumineux aigu et chronique sur des modèles de souris ABCA4KO et BALB/c 

pouvant subir une dégénérescence maculaire. 

 

Comme nous l’avons démontré, la Q-IP-DHA et l’IP-DHA étant des molécules de BCS classe IV, 

elles ne présentent pas des propriétés favorables en termes de biodisponibilité après une 

administration par voie orale [27,28]. Les principaux inconvénients de ces molécules sont leur 

faible solubilité aqueuse, et leur faibles perméabilité [29] qui conduisent à une faible 

absorption induisant une biodisponibilité variable intra et inter-individuelle [30]. De nos jours, 

de plus en plus de SA en cours de développement avec un fort potentiel thérapeutique sont 

des BCS classe IV : le développement de formulations efficaces pour pouvoir les administrer 

par voie orale est un véritable challenge. Les composés de BCS class IV administrés par voie 

orale représentent environ 5% de la totalité des formes sur le marché [31]. 

 

Le choix et la composition des formulations développées est donc important pour garantir 

l’efficacité de ces nouveaux traitements. Des formulations de type LBBDS (chapitre 3, partie 
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3.3) peuvent permettre d’améliorer la biodisponibilité et de diminuer la variabilité inter-

individuelle de ces composés [32]. Parmi les LBBDS étudiées, nous avons sélectionné pour l’IP-

DHA, des formulations de type auto-nanoémulsifiant (SNEDDS) [33] qui peuvent augmenter 

le transport lymphatique de molécules lipophiles, ce qui est un avantage pour les molécules 

sujettes à l’effet de premier passage hépatique comme l’IP-DHA. Les SNEDDS sont des 

mélanges de lipides et de surfactants, qui dilués en milieu aqueux et sous légère agitation, 

vont spontanément former des nanoémulsions (NE) huile dans l'eau (o/w) avec des tailles 

inférieures à 200nm [34,35]. Les principaux avantages des SNEDDS par rapport aux autres 

LBDDS présentés dans le chapitre 3, partie 3.3, telles que les nanoparticules lipidiques solides 

(SLN), les nanoparticules lipidiques nanostructurées (SLN) et les liposomes sont leur grande 

stabilité physique lors du stockage et leur stabilité cinétique après dispersion dans une phase 

aqueuse ainsi que la faible quantité d'énergie requise pour leur préparation [36–39]. De plus, 

les SNEDDS ont récemment prouvé leur efficacité dans la prévention des maladies oculaires 

avec des formulations de composés antioxydants tels que la lutéine [40,41] qui présente de 

nombreuses similitudes  physico-chimiques avec l'IP-DHA.  

 

Pour la Q-IP-DHA, notre choix s’est porté sur les nanocapsules lipidiques (LNC) [42]. En effet, 

la Q-IP-DHA, étant faiblement métabolisée par le foie, il est intéressant de choisir une 

formulation LNC qui possède un mécanisme d’absorption spécifique de type transcellulaire 

qui permet d’augmenter la biodisponibilité de nombreux SA [44] permettant de rejoindre 

rapidement la veine porte. De plus, Les LNC sont des formulations biocompatibles qui 

permettent des taux de chargement en SA élevés et qui peuvent inhiber les transporteurs 

d’efflux. Les LNC développées par Heurtault et al. [43] suivant la méthode d’inversion de 

phase, par un processus peu énergivore, sans ajout de solvants organiques, permettent de 

former des vésicules monodisperses de taille nanométrique (20 – 100nm). Ce procédé se base 

sur le changement de propriétés des surfactants non ioniques qui passent d’un état hydrophile 

à basse température (émulsion huile/eau) à lipophile à haute température (émulsion 

eau/huile) à partir de la température de transition de phase liée à la déshydratation des 

chaînes de polyoxyéthylène par la rupture des liaisons hydrogène avec les molécules d'eau 

[44]. Des molécules de BCS classe IV de type docétaxel ou paclitaxel (anticancéreux) ont déjà 

été formulées avec les LNC [44] avec des résultats prometteurs ; les LNC de paclitaxel 
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administrées par voie orale, ont permis d’améliorer la biodisponibilité de la molécule par 3 

chez le rat [45]. 

 

Dans ce contexte, cette étude vise à développer et à caractériser des LNC et des SNEDDS 

contenant de la Q-IP-DHA (LNC-Q-IP-DHA) et de l'IP-DHA (SNEDDS-IP-DHA) pour une 

administration orale afin d'améliorer la solubilité et la biodisponibilité de ces molécules et in 

fine d'améliorer la compliance des patients [46] pour le traitement de la DMLA atrophique et 

de la maladie de Stargardt. 

 

Pour le développement des SNEDDS-IP-DHA, un diagramme de phase a été utilisé pour 

sélectionner le ratio de chaque excipient afin d'obtenir des SNEDDS-IP-DHA permettant 

l’obtention des NE stables et homogènes. Les SNEDDS ont ensuite été caractérisés en termes 

de taille, potentiel zêta, robustesse à la dilution, stabilité en milieu gastrique et intestinal. Pour 

le développement des LNC-Q-IP-DHA, nous avons fait varier les pourcentages des différents 

excipients qui composent les LNC pour optimiser le taux de chargement en Q-IP-DHA. Nous 

avons ensuite déterminé le pourcentage d’encapsulation en Q-IP-DHA et caractérisé la taille 

et le potentiel zêta des LNC chargées en Q-IP-DHA.   

 

Les deux formulations doivent présenter un taux de chargement en Q-IP-DHA ou IP-DHA 

suffisamment élevé pour permettre la réalisation de tests d'efficacité in vivo à des doses 

élevées. En effet, des études précédentes ont démontré l'efficacité maximale de l'IP-DHA 

associée à la BSA à 30 mg/kg chez la souris par voie IV [26]. Sur la base de ces résultats, nous 

avons cherché à formuler les SA dans des SNEDDS et LNC pour expérimenter l'administration 

orale en utilisant des doses plus élevées d'IP-DHA et de Q-IP-DHA (environ 100mg/kg) et 

réaliser des études doses/réponses par voie orale chez les animaux.  
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2.2 Matériel & Méthodes 

2.2.1 Matériel  

La Q-IP-DHA et l’IP-DHA ont été synthétisés comme décrit précédemment [1]. L'acétonitrile, 

le méthanol (MeOH) et le chlorure de sodium (NaCl) ont été achetés chez Honeywell (USA). 

HCL 37% chez Fischer Scientific (USA). Eau Milli-Q ultra-pure a été produit à partir de Milli-Q 

gradient A10 (Millipore, Allemagne). Le Kolliphor® HS 15 a été acheté chez BASF (Ludwishafen, 

Allemagne). Le Labrafac® lipophile WL 1349 constitué de triglycérides (TG à chaîne moyenne 

d’acides carpylique (C8) et caprique (C10) provient de chez Gatefossé (Saint-Priest, France). 

Le Lipoid® S75 composé de phospholipides avec 70% de phosphatidylcholine lécithine de soja 

a été gracieusement fourni par Lipoid (Ludwigshafen, Allemagne). Le Phosal® 53 MCT a été 

acheté auprès de Lipoïd (Allemagne). Le Labrasol® et Transcutol HP® ont été gracieusement 

fournis par Gattefossé (France). La pepsine issue de la muqueuse gastrique porcine, la 

pancréatine issue du pancréas porcin (4x les spécifications USP), l'extrait de bile porcine, le 

NaOH et le PBS pH 7,4 ont été achetés chez Sigma (USA). HCL 37 % provient de Fischer 

Scientific (USA).  

 

2.2.2 SNEDDS-IP-DHA 

2.2.2.1 Solubilité de l’IP-DHA dans différents excipients 

La solubilité de l’IP-DHA a été évaluée dans différentes huiles et surfactants pour déterminer 

la composition des SNEDDS. L’IP-DHA a été ajouté en excès (> 40mg/mL) dans un volume 

d’excipient déterminé sous légère agitation pendant 24h à température ambiante. Les 

échantillons ont ensuite été centrifugés (10 000rpm, 15min) et le surnageant a été prélevé et 

dilué dans le méthanol avant d’être quantifié (section 2.2.2.6). 

 

2.2.2.2 Diagramme ternaire : plan expérimental et formulation des SNEDDS 

A partir du diagramme ternaire, différents ratios des excipients sélectionnés dans l'étude de 

solubilité ont été étudiés. Le Phosal® 53 MCT est utilisé comme base huileuse, le Labrasol® 

comme tensioactif et le Transcutol HP® comme co-tensioactif (% m/m). Le pourcentage 

massique de la phase huileuse varie de 5 à 35 (% m/m), le tensioactif de 50 à 85 (% m/m) et 

le co-tensioactif de 5 à 20 (% m/m). Les NE sont obtenues après dilution à un ratio de 1:1000 
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(v/v) du mélange lipidique composé (Phosal® 53 MCT, Labrasol® et Transcutol HP®) dans de 

l'eau MiliQ suivi d’un mélange (Vortex Génie 2) jusqu'à l'obtention d'un liquide homogène.  

.  

2.2.2.3 Préparation et caractérisation des SNEDDS-IP-DHA   

Des gammes de concentration d’IP-DHA (10 à 40 mg/mL) sont solubilisées dans le Phosal® 53 

MCT puis le Labrasol® et le Transcutol HP® sont ajoutés dans un ratio de 25/60/15 (% m/m) 

selon les résultats obtenus dans la section 2.2.2.2. Le mélange est agité au vortex (Vortex 

Génie 2) jusqu'à l'obtention d'une phase liquide homogène. La solubilité de l'IP-DHA dans 

chaque formulation de SNEDDS a été déterminée par analyse HPLC/UV (section 3.2.7). Les 

SNEDDS ont été dilués dans de l'eau (1:1000 v/v) sous agitation douce pour obtenir des NE qui 

seront évaluées en termes de taille. Les formulations SNEDDS permettant la solubilisation d'IP-

DHA la plus élevée ont été sélectionnées pour des études de stabilité. Les SNEDDS ont été 

dilués dans de l'eau (1:1000 v/v) sous agitation douce pour obtenir des NE.  

 

2.2.2.4 Détermination de la distribution de taille et du potentiel zêta des NE 

La distribution de taille et le potentiel zêta des formulations obtenues après dilution au 1:1000 

(v/v) dans l'eau MiliQ à partir des SNEDDS vides et des SNEDDS-IP-DHA ont été déterminés 

par diffusion de la lumière (chapitre 5, partie 1.2.6). 

 

2.2.2.5 Étude morphologique des NE 

L'analyse morphologique a été réalisée par Cryo-TEM. 3µL de NE obtenues après dilution des 

SNEDDS-IP-DHA à 30mg/mL dans de l'eau ou dans du PBS pH 7,4 ont été déposés sur des grilles 

Lacey à décharge lumineuse (Delta Microscopies), puis congelés dans de l'éthane liquide à 

l'aide d'une cryo-plongeuse CP3 (AMETEK SAS - Division GATAN). Avant la congélation, le taux 

d'humidité a été stabilisé à environ 95%. L'observation cryo-TEM a été réalisée sur un 

microscope JEOL 2200FS FEG (JEOL Europe SAS) fonctionnant à 200 kV dans des conditions de 

faible dose (dose totale de 20 électrons/Å2) en mode zéro perte d'énergie avec une largeur 

de fente de 20eV. Les images ont été prises à un grossissement nominal de 50 000x 

correspondant à un grossissement calibré de 45 591 x avec une défocalisation allant de 1,5 à 

2μm avec une caméra CCD 4kx4k à balayage lent (AMETEK SAS -Division GATAN). 
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2.2.2.6 Taux de chargement et pourcentage d’IP-DHA dans les NE 

La quantification de l’IP-DHA dans les NE a été effectuée par chromatographie liquide à haute 

performance (CLHP) sur l'appareil modèle LC6-2012HT (Shimadzu, Kyoto, Japon) avec une 

colonne Prontosil C8 (120-5-C8 SH, 5 µm, 250 x 4,0 mm) couplée à un détecteur UV-visible 

(Shimadzu, Kyoto, Japon). Le débit a été réglé à 1mL/min et la détection de l’IP-DHA mesurée 

à 206nm. La phase mobile était un mélange d'eau et d'acétonitrile utilisé en mode isocratique 

avec un rapport acétonitrile/eau de 90/10. La ligne de la courbe d'étalonnage était linéaire de 

1 à 50µg/mL avec un coefficient de corrélation r² = 0,9996. Les équations pour le calcul du 

taux de chargement et du pourcentage d’IP-DHA dans les NE se fait de la même façon que 

dans le chapitre 5, partie 1.2.6. 

 

2.2.2.7 Robustesse à la dilution  

Les SNEDDS et SNEDDS-IP-DHA à 30 mg/mL ont été dilués dans de l'eau MiliQ à 1:1000, 1:750, 

1:500, 1:250, 1:100 et 1:10 (v/v). Les échantillons ont été analysés par DLS après agitation 

magnétique (150 rpm) pendant 5 minutes. 

 

2.2.2.8 Influence de la formulation SNEDDS sur la stabilité de l'IP-DHA dans les 

fluides simulés gastrique (SGF) et intestinal (ISF) 

La stabilité chimique en milieu gastrique et intestinal de l'IP-DHA et de l'IP-DHA chargé dans 

la formulation SNEDDS à 30 mg/mL a été évaluée dans en milieu gastrique et intestinal 

(tableau 18). 150µL d'IP-DHA (solubilisé dans MeOH) ou de SNEDDS-IP-DHA chargé à 

30mg/mL ont été placés dans 20mL de SGF ou ISF (fraîchement préparés) sous agitation 

magnétique à 150rpm dans un bain-marie à 37°C. Des échantillons de 500µL ont été prélevés 

à 0, 30, 60 et 90min pour l'analyse de stabilité dans le SGF ou à 0, 20, 40, 60, 80, 100 et 120min 

pour l'analyse de stabilité dans l'ISF. Les échantillons sont dilués avec 500µL de MeOH pour 

arrêter la réaction de dégradation enzymatique puis centrifugés (centrifugeuse Sigma 2K15) 

pendant 10min à 15 000rpm. L'IP-DHA a été quantifié dans le surnageant (section 2.2.2.6). 
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2.2.3 LNC-Q-IP-DHA 

2.2.3.1 Préparation des LNC-Q-IP-DHA 

Les LNC ont été obtenues en mélangeant simultanément Q-IP-DHA, Labrafac®, Lipoid® S75, 

l'eau Milli-Q, NaCl et Kolliphor® HS 15. Trois cycles de chauffage et de refroidissement (85 - 

55°C) du mélange ont été effectués sous agitation magnétique puis 4mL d'eau Milli-Q à 4°C 

sont ajoutés pour figer le système (figure 42). Les LNC chargés en Q-IP-DHA (LNC-Q-IP-DHA) 

sont laissées à température ambiante sous agitation magnétique (300 tours/min) pendant 

30min. Les LNC vides (LNC-V) ont été préparées par la même méthode, sans ajout de la Q-IP-

DHA. 

 

 

Figure 42 : Protocole de fabrication des LNC-V par inversion de phase inverse [47] 

 

2.2.3.2 Optimisation de la composition des LNC 

La composition a été optimisée sur la base du diagramme de phase ternaire développé par 

Heurtault et al. (Kolliphor® HS 15, huile Labrafac®, eau) pour lequel les concentrations de 

Lipoid® S75 et de NaCl ont été fixées à 1,5% et 3% (m/m) respectivement. Différents ratios 

correspondant de 60 à 30% de Kolliphor® HS 15, 10% de Labrafac® et 60 à 40% d'eau (m/m) 

ont été étudiés pour réduire la quantité d'eau utilisée et ainsi améliorer le taux de chargement 

de Q-IP-DHA dans les LNC. La distribution de taille des LNC a été analysée par DLS (section 

2.2.3.4). 
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2.2.3.3 Taux de chargement et pourcentage d’encapsulation 

Des quantités croissantes de Q-IP-DHA (20 à 50mg) ont été chargées dans les LNC afin de 

déterminer la quantité maximale de Q-IP-DHA pouvant être formulée dans les LNC sans les 

déstabiliser. Le taux de chargement et le pourcentage d’encapsulation en Q-IP-DHA dans les 

LNC ont été déterminés par HPLC-UV (chapitre 5, partie 1.2.5). 

 

2.2.3.4 Détermination de la taille et du potentiel zêta de LNC-V et LNC-Q-IP-

DHA 

La taille des gouttelettes et le potentiel zêta des LNC-V et LNC-Q-IP-DHA ont été déterminés 

comme décrit dans le chapitre 5, partie 1.2.6 sur les formulations non diluées. 

 

2.3 Résultats et discussion 

 

2.3.1 SNEDDS-IP-DHA 

2.3.1.1 Choix des SNEDDS et de leur composition 

Les PA peu solubles dans l'eau comme l'IP-DHA doivent être formulés pour améliorer leur 

solubilité et leur perméabilité afin d'augmenter leur biodisponibilité par voie orale et donc 

l'efficacité thérapeutique. L’étude bibliographique met en avant les formulations LBDDS dans 

l’amélioration de la pharmacocinétique (PK) des BCS classe IV. Parmi les différents LBDDS, 

nous avons choisi les SNEDDS car différentes études ont montré une amélioration de la 

biodisponibilité orale par augmentation de la solubilité mais aussi par réduction de l’effet de 

premier passage hépatique grâce au passage des SA par la voie lymphatique [48–50] avec des 

excipients appropriés [51]. Les SNEDDS sont des mélanges isotropes composés d'huile, de 

tensioactif et de co-tensioactif qui, une fois administrés par voie orale formeront une NE huile 

dans eau au contact de milieux aqueux tels que le liquide gastrique ou intestinal (figure 43) 

[52]. La phase huileuse améliore la solubilité de l'IP-DHA, les tensioactifs lipophiles et 

hydrophiles réduisent la distribution de taille des gouttelettes de NE en diminuant la tension 

de surface avec le liquide gastro-intestinal [53].  
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Figure 43 : Composition et formation des NE à partir des SNEDDS-IP-DHA 

 

Parmi les excipients de SNEDDS sélectionnés pour améliorer la biodisponibilité de l'IP-DHA, 

nous avons choisi pour la phase huileuse : le Phosal® 53 MCT. Cet excipient est composé de 

phosphatidylcholine (53 %) et de triglycérides à chaîne moyenne (MCT), la solubilité de l'IP-

DHA dans cette huile s'est avérée être de 25,47 ± 3,27mg/mL. De plus, le Phosal® 53 MCT est 

connu pour être absorbé directement par les cellules épithéliales du tractus gastro-intestinal 

et pour améliorer la pénétration des SA et la perméabilité des membranes. Notre hypothèse 

de mécanisme repose également sur la présence de lipides dans le duodénum qui va conduire 

à la sécrétion de cholestérol et de sels biliaires qui induisent la formation de micelles 

colloïdales capables de solubiliser des composés lipophiles comme l'IP-DHA [54]. Ensuite, la 

digestion des lipides stimule la production de chylomicrons. Un composé lipidique tel que l'IP-

DHA associé au noyau triglycéride des chylomicrons pourrait donc être excrété dans la lymphe 

par exocytose [55]. Il a ainsi été démontré que les composés ayant un log P élevé (> 5) 

pouvaient passer préférentiellement dans la voie lymphatique en étant piégés dans les 

chylomicrons [56]. Le Labrasol® ayant permis de solubiliser l'IP-DHA à 46,00 ± 2,15mg/ml a été 

choisi comme tensioactif non ionique. Il est composé d'une petite fraction de mono-, di- et 

triglycérides et principalement de mono- et diesters PEG-8 des acides caprylique (C8) et 

caprique (C10), avec une valeur HLB élevée (12). L'utilisation de tensioactifs non ioniques a 
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été préférée pour la voie orale car ils sont moins toxiques et irritants que les tensioactifs 

ioniques. Le Labrasol® permet de réduire la tension superficielle des gouttelettes d'huile 

formées à l'interface huile/eau de la NE et est également connu pour augmenter la fluidité de 

la membrane [57] et le transport paracellulaire [58]. Enfin, le Transcutol HP® (éther 

monoéthylique de diéthylène glycol) (valeur HLB ≈4) utilisé comme co-surfactant amphiphile 

pour stabiliser les gouttelettes de NE augmente la solubilité de l'IP-DHA à 45,02 ± 2,16mg/mL 

et devrait augmenter également la fluidité membranaire [59]. Le Transcutol HP® pourrait 

également inhiber la pompe d'efflux P-gP [60]. Tous ces mécanismes devraient induire une 

augmentation de la biodisponibilité de l'IP-DHA. 

 

2.3.1.2 Effet de la composition des SNEDDS sur la taille des NE  

La taille des NE formées est un facteur important pour améliorer la dissolution de la SA dans 

le TGI [61]. En effet, plus la taille des NE est petite, plus la surface d'échange pour l'IP-DHA 

sera grande, favorisant ainsi une meilleure absorption de la SA [62]. Pour ce faire, une étude 

avec un diagramme de phase ternaire (figure 44) a été réalisée afin de déterminer le ratio 

huile/surfactant/co-surfactant optimal par mesure de la distribution de taille (mesure DLS) 

(tableau 26). 

 

 

Figure 44 : Diagramme de phase 

 

%  
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Tableau 26 : Influence du ratio d'excipients sur la distribution de taille de NE (SNEDDS dilué 
dans l'eau à 1:1000, n=3) 

Ratio (% m/m/m) Phosal® 

53 MCT, Labrasol®, 

Transcutol HP® 

Taille des NE (nm) PDI 

5/50/45 78,4 ± 9,9 0,2 ± 0,1 

5/85/10 79,3 ± 2,8 0,1 ± 0,1 

10/85/5 96,8 ± 16,0 0,2 ± 0,1 

20/65/15 57,6 ± 4,1 0,1 ± 0,0 

20/60/20 69,2 ± 4,4 0,2 ± 0,1 

25/60/15 53,5 ± 4,5 0,1 ± 0,0 

30/60/10 57,2 ± 7,1 0,1 ± 0,0 

35/60/15 NA NA 

 

Le rapport phase huileuse/surfactant/co-surfactant de 25/60/15 (m/m/m) a été retenu 

comme formulation optimisée des SNEDDS pour cette étude car il permet de formuler des NE 

de 53,53nm. 

. 

2.3.1.3 Détermination de la charge maximale de l'IP-DHA dans les SNEDDS 

Devant formuler des SNEDDS chargées à 30mg/mL pour pouvoir obtenir des doses d’environ 

100mg/kg chez la souris après administration orale, différentes concentrations d'IP-DHA ont 

été chargées (10, 20, 30 et 40mg/mL) dans la formulation SNEDDS, avec le ratio 

précédemment choisi (25/60/15). La taille des gouttelettes de NE a été évaluée par mesure 

DLS après dilution dans l'eau des SNEDDS-IP-DHA (figure 45). Les résultats ont montré une 

distribution similaire de la taille des gouttelettes : 57,2 ± 4,7nm, 59,5 ± 1,6nm et 62,4 ± 3,4nm 

respectivement pour les SNEDDS à 10, 20 et 30mg/mL. Au-delà de cette concentration 

(40mg/mL), les NE obtenues présentaient une distribution de tailles hétérogènes (PDI > 0,3). 
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Figure 45 : Influence du taux de chargement d’IP-DHA sur la distribution de taille de NE après 
dilution de SNEDDS-IP-DHA dans de l'eau MilliQ (dilution 1:1000) (n=3) 

 

Par conséquent, la formulation SNEDDS-IP-DHA (25/60/15) à 30mg/mL a été choisie pour 

poursuivre les expériences. 

 

2.3.1.4 Taux de chargement et pourcentage d’IP-DHA dans les NE 

Le taux de chargement en SA et le pourcentage d’IP-DHA dans les NE ont été déterminés à 

partir de l'équation décrite dans la section 2.1.3.6. Le pourcentage d’IP-DHA dans les NE était 

proche de 100 % (99,1 ± 0,9%), le taux de chargement en IP-DHA correspond à 2,9 ± 0,1% par 

rapport à la masse total des excipients lipidiques de la formulation SNEDDS. Ces valeurs ont 

confirmé le chargement en IP-DHA dans les NE. La concentration de la SA était conforme à la 

concentration souhaitée d’IP-DHA dans le SNEDDS (30mg/mL) pour l'évaluation de l'efficacité 

préclinique. 

 

2.3.1.5 Caractérisation des NE 

2.3.1.5.1 Taille, potentiel zêta et étude morphologique des NE 

L'ajout de l’IP-DHA a conduit à une augmentation de la distribution de la taille des gouttelettes 

de 53,5 ± 4,5 à 62,4 ± 3,4nm avec une valeur PDI à 0,1 (distribution de taille homogène) 

(tableau 27).  
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Tableau 27 : Taille, PDI et potentiel zêta de NE vides ou NE-IP-DHA dans l'eau après dilution 
de SNEDDS et SNEDDS-IP-DHA à 30mg/mL (n = 3). 

 NE vides NE-IP-DHA 

Taille des gouttelettes (nm) 53.5 ± 4.5nm 62.4 ± 3.4nm 

PDI 0.1 ± 0.0 0.1 ± 0.0 

Potentiel zêta -8.0 ± 1.8mV -22.0 ± 3.3mV 

 

Les NE vides et les NE-IP-DHA présentent un potentiel zêta respectivement de -8,0 ± 1,7 et de 

-22,0 ± 3,3mV. Les formulations SNEDDS avec le ratio phase huileuse/surfactant/co-surfactant 

de 25/60/15 ont permis de former des NE chargées en IP-DHA induisant une répulsion 

électrostatique entre les gouttelettes qui limite la coalescence [63]. Nous avons supposé que 

la charge négative des NE est due à l'ionisation des acides gras libres du Labrasol® [64] et 

l'augmentation de la charge négative avec les NE-IP-DHA serait probablement due à 

l'ionisation du groupement OH de la fonction phénolique de l'IP-DHA [65]. Cette augmentation 

du potentiel zêta semble aussi indiquer la localisation de l'IP-DHA à l'interface huile/eau, 

suggérant que l'IP-DHA n'est pas entièrement encapsulée dans les NE mais adsorbée à 

l'interface ou à la surface. Le seuil de ± 30mV n’est pas atteint, mais aucune précipitation n'a 

été observée pendant les expériences in vitro et la taille des gouttelettes et le PDI sont restés 

stables en milieu aqueux sur plusieurs heures.  

 

Ensuite, la morphologie des NE a été déterminée par imagerie Cryo-TEM (figure 46). Les 

résultats ont confirmé la forme sphérique, la morphologie vésiculaire et la structure 

unilamellaire des NE obtenues après dilution des SNEDDS dans de l'eau MilliQ ou du PBS pH 

7,4. Les NE observées après dilution dans l'eau MilliQ (figure 46A) et dans le PBS pH 7,4 (figure 

46B) sont similaires en termes de taille ; la force ionique du PBS n'ayant pas eu d'impact 

significatif sur la taille des NE. La méthode de préparation des échantillons pour CryoTEM 

(déshydratation) devrait expliquer la variation de la distribution de taille par rapport aux 

valeurs obtenues de l'analyse DLS. 
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2.3.1.5.2 Robustesse des NE à la dilution 

Pour finaliser la caractérisation des SNEDDS, nous avons réalisé une étude de stabilité, d'abord 

à la dilution dans l'eau en mesurant la taille des NE et dans un second temps, en présence de 

fluides gastriques et intestinaux. En effet, le volume des fluides dans le tractus gastro-

intestinal varie en fonction des individus et aussi au cours de la journée [66] avec une forte 

augmentation après un repas (avec la sécrétion d'enzymes digestives). Ainsi, il est 

particulièrement important de déterminer la capacité des SNEDDS à former des NE 

homogènes quel que soit le volume du milieu aqueux. Pour ce faire, nous avons dilué les 

SNEDDS dans l'eau par un facteur allant de 100 à 1000 (figure 47) et évalué la distribution de 

la taille des gouttelettes des NE. Entre 1:1000 et 1:500, la variation de la taille des gouttelettes 

est faible, avec des tailles de allant de 62,4 ± 3,4 nm à la dilution au 1000ème à 77,0 ± 8,8 nm à 

la dilution au 500ème avec les SNEDDS-IP-DHA. À une dilution plus faible, nous avons observé 

une augmentation de la taille des gouttelettes avec une taille respectivement de 102,2 ± 7,2 

nm et 130,6 ± 32,8 nm à une dilution au 250ème et au 100ème (figure 47, barre vide). Les 

SNEDDS-IP-DHA (figure 47, barre grisée) ont formé des NE légèrement plus grosses que celles 

A B 

Figure 46 : Images Cryo-Tem de NE obtenues à partir des SNEDDS-IP-DHA à 30mg/mL dilué au 
1:100 dans de l'eau milliQ (A) ou du PBS pH7,4 (B) (50 000 x). 
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obtenues avec les SNEDDS vides en raison du chargement en IP-DHA. La taille des gouttelettes 

de NE issues des SNEDDS a augmenté avec la diminution du volume de dilution de la même 

manière que pour SNEDDS-IP-DHA. Aucune précipitation ou séparation de phase n'a été 

observée. 
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Figure 47 : Distribution de taille et PDI des NE vide et des NE-IP-DHA en fonction de la dilution 
dans l'eau du SNEDDS et du SNEDDS-IP-DHA chargées à 30mg/mL (n = 3). 

 

Nous avons conclu que le volume d'eau a un impact sur la taille des gouttelettes formées tout 

en restant homogène en termes de distribution de taille (PDI < 0,3) et en dessous de 200nm. 

Toutefois, la taille des gouttelettes pouvant avoir un impact sur l'absorption du médicament, 

il sera préférable de se trouver dans les conditions de dilution de 1:1000 pour optimiser la 

taille des NE formées et ainsi optimiser l'absorption de l'IP-DHA. 

 

2.3.1.5.3 Influence des SNEDDS sur la solubilité et la stabilité de l'IP-DHA dans 

les fluides gastriques et intestinaux simulés 

La stabilité de l'IP-DHA seul et des SNEDDS-IP-DHA a été comparée, dans des milieux SGF et 

SIF, afin d'évaluer l'impact du pH et des enzymes sur la dégradation de l'IP-DHA. 

Dans le milieu gastrique, avec ou sans formulation, l'IP-DHA est resté stable et n'a pas été 

dégradé par le pH acide ou par la pepsine dans le milieu (figure 48A). La faible solubilité de 
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l'IP-DHA dans le milieu gastrique (7,4 ± 0,3µg/mL) a été augmentée d’un facteur 30 avec la 

formulation SNEDDS (> 225µg/mL).  

Dans le milieu intestinal, la solubilité de l'IP-DHA dans l'ISF (> 225µg/mL) a également été 

augmentée en utilisant la formulation SNEDDS mais dans les deux cas, une forte dégradation 

de l'IP-DHA a été observée avec toutefois une amélioration grâce à la formulation : T1/2 

SNEDDS-IP-DHA = 17min vs T1/2 IP-DHA = 11min (figure 48B). La dégradation est certainement 

causée par la pancréatine qui peut cliver la fonction ester de l'IP-DHA. Cette dégradation 

confirme que la molécule est adsorbée à la surface des NE et non entièrement encapsulée. La 

limitation de cette dégradation pas les SNEDDS n’est pas surprenante ; Il a été rapporté que 

les SNEDDS peuvent protéger certaines SA de la dégradation enzymatique dans le TGI [67]. De 

plus, une autre étude a montré que les tensioactifs non ioniques offrent une protection contre 

la déstabilisation par les lipases dans les émulsions [68]. 

 

 

Figure 48 : Stabilité de l’IP-DHA en milieu SGF (A) et ISF (B) après dilution de l’IP-DHA ou des 
SNEDDS-IP-DHA à 30 mg/mL (n = 3) 

 

Par conséquent, les SNEDDS ont permis d’augmenter la solubilité de l'IP-DHA dans le SGF et 

l'ISF. Le pH acide et la pepsine du SGF n'ont eu aucun impact sur la stabilité de l'IP-DHA dans 

le milieu. La dégradation de l'IP-DHA dans l'ISF probablement causée par les enzymes 

intestinales (notamment la pancréatine) a été partiellement limitée par les SNEDDS.  
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2.3.2 LNC-Q-IP-DHA  

Les nanocapsules lipidiques (LNC) sont formées à partir de plusieurs excipients : (i) un cœur 

huileux constitué de Labrafac®, qui en fonction de la quantité utilisée peut faire varier la taille 

des LNC obtenues [69], (ii) un tensioactif lipophile ancré à la phase huileuse : le Lipoid® S75, 

qui va stabiliser la coque rigide des LNC [70] et (iii) un surfactant hydrophile situé dans la phase 

aqueuse : le Kolliphor® HS 15, qui va favoriser la formation et la dispersion des LNC [71] et 

enfin, (iv) une phase aqueuse saline (mélange d’eau MiliQ et de NaCl) qui va faire varier la 

température de transition de phase [72]. Il est important de bien maitriser ces paramètres en 

fonction de l’objectif à atteindre. Connaissant l’impact de chacun des constituants, nous avons 

dû optimiser les différentes concentrations afin d’obtenir des LNC de petites tailles 

permettant de solubiliser un maximum de Q-IP-DHA. 

 

2.3.2.1 Optimisation de la formulation des LNC vides et chargées : choix du 

ratio Kolliphor® HS 15/Labrafac®/ phase aqueuse 

Afin d’optimiser le chargement en Q-IP-DHA dans les LNC, le ratio en Kolliphor® HS 

15/Labrafac®/phase aqueuse a été modulé pour obtenir des tailles de LNC les plus petites 

possible. La diminution de la taille des LNC permet d’augmenter la surface d’échange entre 

les LNC formées et l’eau et ainsi augmenter le chargement en Q-IP-DHA à l’intérieur des LNC. 

Pour diminuer au maximum la taille des LNC, nous avons augmenté la quantité de surfactant 

utilisée et diminué la quantité d’huile et d’eau. Dans notre étude, la quantité de phase 

huileuse (Labrafac®) a été fixée à 10%, ce qui correspond à la quantité minimum de phase 

huileuse nécessaire pour former des LNC, la phase aqueuse varie de 40 à 60% et le surfactant 

de 30 à 60%. Les études sont faites dans un premier temps sur les LNC-V et leur caractérisation 

par corrélation de photons sont regroupées dans le tableau 28. 

 

Tableau 28 : Taille et PDI des LNC-V en fonction du ratio utilisé 

Ratio Kolliphor® HS 15/Labrafac®/phase 

aqueuse 

Taille (nm) PDI 

60/10/40 N/A N/A 

40/10/50 21,6 ± 0,8nm 0,2 ± 0,0 

30/10/60 23,3 ± 0,8nm 0,1 ± 0,1 
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Avec un ratio 60/10/40, Les LNC sont très hétérogènes, probablement à cause de la trop faible 

quantité d’eau utilisée pour former les LNC. Les ratios 40/10/50 et 30/10/60 présentent des 

résultats satisfaisants avec la formation de LNC de petite taille, respectivement de 21,6 ± 

0,8nm et de 23,3 ± 0,8nm monodisperses (PDI < 0,3).  

 

2.3.2.2 Optimisation et caractérisation de la formulation LNC-Q-IP-DHA 

Les LNC vides avec le plus haut pourcentage massique en Kolliphor® HS 15 (40/10/50) ont dans 

un premier temps été retenues pour continuer le développement car elles devraient 

permettre de charger une quantité de Q-IP-DHA plus importante. Cependant au cours des 

études de chargement en Q-IP-DHA, les tailles et PDI des LNC n’étant pas satisfaisants et 

limitant fortement le chargement en Q-IP-DHA, notre choix s’est orienté vers le ratio 30/10/60 

pour développer la formulation. 

 

Les résultats obtenus avec la formulation 30/10/60 (figure 49) montrent que la taille des LNC 

augmente progressivement avec la masse de Q-IP-DHA passant de 23,4 ± 1,3nm avec 20mg à 

25,2 ± 1,0nm avec 30mg jusqu’à 26,1 ± 3,1nm avec 40mg en Q-IP-DHA. Cependant à partir 

d’un chargement à 50mg de Q-IP-DHA, les LNC formées présentent une distribution de taille 

hétérogène ne pouvant être déterminée (N/A). Le PDI inférieur à 0,3 pour les formulations 

chargées à 20, 30 et 40 mg atteste de l’homogénéité des formulations. 

20 30 40 50
0

10

20

30

0
.0

0
.1

0
.2

0
.3

P
D

I

Quantité de Q-IP-DHA dans les LNC (mg)

N
/A

T
a
il

le
 (

n
m

)

 

Figure 49 : Taille et PDI des LNC chargées (30% Kolliphor® HS 15/10% Labrafac®/60% phase 
aqueuse) en fonction de la masse de Q-IP-DHA utilisée (n=3) 
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La formulation retenue pour la suite de l’étude sera donc celle d’un ratio en Kolliphor® HS 

15/Labrafac®/ phase aqueuse (% m/m) de 30/10/60 permettant de formuler 40mg de Q-IP-

DHA ce qui correspond à un taux de chargement de 3,24 % et un pourcentage 

d’encapsulation de 96,5 ± 1,7%. Ce résultat prouve l’affinité de la Q-IP-DHA pour les LNC 

(tableau 29). Le potentiel zêta reste proche de la neutralité pour les LNC-V et le chargement 

en Q-IP-DHA n’affecte pas sa valeur.  

 

Tableau 29 : Taille, PDI, taux de chargement et pourcentage d'encapsulation de la Q-IP-DHA 
dans les LNC (n=3) 

 LNC-V LNC-Q-IP-DHA 

Taille (nm) 23,3 ± 0,8nm 26,1 ± 3,1nm 

PDI 0,1 ± 0,1 0,2 ± 0,0 

Potentiel zêta - 1.5 ± 1.0 - 2 ± 0.7 

Taux de chargement / 3,24% 

% d’encapsulation / 96,5 ± 1,7% 

 

2.4 Conclusion 

L’IP-DHA a été formulé pour la voie orale avec des SNEDDS composés de Phosal® 53 MCT, de 

Labrasol® et de Transcutol HP®. Après étude du diagramme ternaire, le ratio d’excipients 

utilisés a été optimisé à 25/60/15 en phase huileuse/surfactant/co-surfactant conduisant à la 

formation de NE homogènes d'environ 62nm de diamètre moyen. Un taux de chargement en 

IP-DHA de 2,93% avec un pourcentage d’encapsulation de 99% a été obtenu avec un faible 

impact sur la taille et l'homogénéité des NE. Les SNEDDS chargées en IP-DHA se sont avérées 

robustes à la dilution et ont permis de réduire l'impact des enzymes intestinales sur la 

dégradation de l’actif. 

 

La Q-IP-DHA a été formulée avec des LNC composées de Kolliphor® HS 15/Labrafac®/phase 

aqueuse. Le ratio des excipients utilisés a été optimisé à un ratio de 30/10/60 permettant 

d’obtenir des LNC homogènes de taille de 26nm. Le taux de chargement en Q-IP-DHA 

représente 3,24% avec un pourcentage d’encapsulation obtenu de 96,5%. 
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Le taux de chargement de ces deux actifs (IP-DHA et Q-IP-DHA) dans ces deux formulations 

(SNEDDS et LNC) permettent une administration orale de doses élevées (100mg/kg) chez la 

souris afin de pouvoir effectuer des études pharmacocinétiques (PK) et d’évaluer leur 

efficacité par voie orale (chapitre 6). 

 

III. Conclusion sur les formulations développées 

 

Nous avons développé plusieurs nanoformulations lipidiques pour la voie IV et orale : micelles, 

LNC et SNEDDS. Les caractéristiques des formulations développées sont regroupées dans le 

tableau 30. L’IP-DHA, premier composé LEAD de notre étude ayant été synthétisé en plus 

grande quantité que la Q-IP-DHA, la formulation orale de l’IP-DHA a pu être caractérisée de 

manière plus complète. La Q-IP-DHA ayant donné des résultats prometteurs in vitro (chapitre 

2), nous avons choisi de continuer son développement mais il a fallu travailler sur le 

développement de formulations et de méthodes de caractérisation avec des quantités 

limitées d’actifs, pour ensuite nous permettre de les évaluer in vivo (chapitre 6). 

 

Tableau 30 : Comparaison des nanoformulations lipidiques développées 

Formulations 
développées 

Micelle 

 

LNC  

 

SNEDDS 

 
 

Actif chargé Q-IP-DHA ou IP-DHA Q-IP-DHA IP-DHA 

Voie 
d’administration 

IV Orale Orale 

Composition Kolliphor® HS15 
Solution saline 0,9% 

Kolliphor® HS 
15 

Labrafac® 
Lipoid S75 

Phosal ®53 MCT 
Labrasol® 

Transuctol® HP 

Taille, PDI Q-IP-DHA : 16nm, PDI 0,19 
IP-DHA : 18nm, PDI : 0,28 

26nm, PDI 
0,21 

62nm, PDI 0,11 

Taux de chargement 3,11% 3,24% 2,93% 

% d’encapsulation Q-IP-DHA : 95% 
IP-DHA : 99% 

97% 99% 
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Des études de stabilités sur les formulations sont en cours. Dans le chapitre suivant nous 

étudierons la pharmacocinétique de l’IP-DHA par voie IV et orale chez l’animal et l’efficacité 

in vivo de l’IP-DHA et Q-IP-DHA, avec les 3 formulations développées (IV et orale) chez deux 

modèles d’animaux (ABCA4KO et BALB/c) capables de développer une dégénérescence des 

photorécepteurs induite par un stress lumineux aigu et chronique (ABCA4KO et BALB/c). 
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I. Introduction 

L’IP-DHA a été précédemment formulé avec une formulation lipidique SNEDDS pour améliorer 

sa solubilité et sa dissolution dans le TGI et ainsi améliorer sa biodisponibilité. Afin de valider 

cette hypothèse, des études pharmacocinétiques ont été conduites. Pour cela, nous avons 

dans un premier temps, administré l’IP-DHA sous solution micellaire par voie IV à 30mg/kg, 

puis par voie orale à une même dose (150mg/kg) et dans les mêmes conditions avec la 

formulation SNEDDS ou en solution huileuse. Suite aux résultats de l’étude de 

pharmacocinétique, nous avons voulu déterminer et quantifier les molécules issues de la 

dégradation de l’IP-DHA dans le sang. L’ensemble de ces résultats sera présenté dans la partie 

2. Pour des raisons de temps, de coût et de quantité d’actifs disponibles, l’analyse 

pharmacocinétique n’a pas pu être réalisée avec les formulations IV et orales développées 

pour la Q-IP-DHA. 

 

Dans la partie 3, nous déterminerons l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA formulés et 

administrés par voie IV chez la souris ABCA4KO (modèle de la maladie de Stargardt) ; 

l’administration est suivie par une induction de la dégénérescence des photorécepteurs des 

souris par un stress lumineux aigu. Pour cela, la Q-IP-DHA est administrée à une dose de 

30mg/kg par voie IV formulée avec les micelles de Kolliphor® HS 15. Pour l’IP-DHA, son 

efficacité ayant été précédemment démontrée en étant complexé avec la BSA, nous avons 

voulu vérifier si la nouvelle formulation micellaire de l’IP-DHA (développée pour la Q-IP-DHA) 

aurait une influence sur son efficacité. Nous avons donc administré l’IP-DHA formulé avec le 

kolliphor® HS 15 ou avec la BSA pour comparer son efficacité à dose égale dans les mêmes 

conditions expérimentales. 

 

Dans la partie 4, sera abordée l’efficacité des SA administrées par voie orale. Une étude dose-

réponse a été menée avec les SNEDDS-IP-DHA de 17mg/kg à 100mg/kg et avec les LNC-Q-IP-

DHA de 50mg/kg à 100mg/kg. Pour mesurer l’impact de la formulation sur l’efficacité de l’IP-

DHA et de la Q-IP-DHA à protéger les photorécepteurs des souris après induction de leur 

dégénérescence par un stress lumineux aigu, ces résultats ont été comparés à ceux obtenus 

avec l’IP-DHA et la Q-IP-DHA en solution, solubilisé dans l’huile de soja pour l’IP-DHA et 

solubilisé dans le Labrafac® pour la Q-IP-DHA (100mg/kg).  
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Pour finir, la dernière partie de ce chapitre portera sur l’évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA 

formulé par voie orale dans un modèle de dégénérescence maculaire induit pas un stress 

lumineux chronique. L’étude avec le modèle de dégénérescence des photorécepteurs des 

souris induit par un stress lumineux aigu est un bon moyen pour évaluer l’efficacité de 

différents traitements potentiels sur un temps court (1h30). Cependant, pour nous rapprocher 

des conditions réelles de la physiopathologie de la DMLA qui est une maladie chronique, 

nous avons voulu évaluer l’efficacité des composés sur un temps plus long (1 semaine) avec 

des lumières moins intenses (500 – 2000Lux). Nous avons donc développé un modèle 

« chronique » de dégénérescence des photorécepteurs. Pour cela, plusieurs types de lumière 

(bleue ou blanche) avec des intensités différentes (700 et 1000Lux) ont été étudiés sur une 

semaine afin d’obtenir des niveaux de dégénérescence similaires à ceux du modèle aigu 

(environ 80%). Une fois le modèle validé, nous avons pu comparer l’efficacité de la formulation 

de SNEDDS-IP-DHA administrée pendant une semaine par voie orale à des fréquences 

différentes (dose journalière égale à 100mg/kg) :  100mg/kg une fois par jour, 50mg/kg deux 

fois par jour et 33mg/kg trois fois par jour pour évaluer l’impact de la fréquence 

d’administration sur la protection des photorécepteurs des souris. 

 

II. Etude pharmacocinétique de l’IP-DHA en IV vs per os. 

Recherche des métabolites de l’IP-DHA chez la souris 

 

2.1 Matériel & Méthodes 

2.1.1 Animaux 

Des souris albinos ABCA4-/- ont été achetées auprès de Taconic Biosciences Inc. sur un fond 

mixte 129/S5 x C57BL/6J-Tyrc-Brd. Les souris ont été accouplées et génotypées pour le mutant 

nul Abca4 et homozygotes pour Rpe65-Leu450. Le mutant rd8 était absent dans cette lignée 

ABCA4KO (mutation du gène crb1 présente chez la souris C57BL/6N, responsable de lésions 

oculaires). Les souris ont été soumises à des cycles lumineux standard de 12h de lumière (90 

Lux) et 12h d'obscurité, à une température ambiante proche de 22°C, nourries ad libitum avec 

un régime standard pour rongeurs. Les souris ont été hébergées dans des installations 
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accréditées par le ministère français de l'agriculture et de la forêt (n°C34-17236 - 19 décembre 

2014). Les procédures expérimentales ont été réalisées conformément à la directive 

européenne 2010/63/UE et au ministère français de l'éducation et de la recherche (APAFIS 

n°15117-2018051712092842 v3), concernant les soins et l'utilisation des animaux. 

 

2.1.2 Dosage HPLC/MS de l’IP-DHA 

L'analyse quantitative a été réalisée par µHPLC (Sciex, ExionLC AD) avec une colonne kinetx 

Phenyl Hexyl (phenomenex, 50 x 2,1mm, 100A) comme phase stationnaire. La phase mobile 

était constituée de 0,1 % d'acide formique dans l'eau (phase A) et de 0,1 % d'acide formique 

dans l'acétonitrile (phase B) avec un mode de gradient commençant par un ratio de 30/70% 

(v/v) à 0min puis à 0/97% à 0,60min et enfin à 30/70% à 2,30min (débit de 0,6mL.min-1) 

pendant 10min. Les échantillons ont été analysés sur le Sciex 5500- triple-quadrupole MS, 

mode d'ionisation positive, température capillaire 300°C, tension capillaire 5,5Kv. 

 

2.1.3 Administration de l’IP-DHA 

Des souris âgées de 8 à 16 semaines (des deux sexes), ont été pesées afin d'ajuster la dose 

injectée dans la veine caudale à 30mg/kg soit environ 100µl de la formulation IV de M-IP-DHA 

à 6mg/mL. Pour la formulation SNEDDS-IP-DHA administrée par voie orale, les doses ont été 

fixées à 150mg/kg (dose max) et 17mg/kg (dose faible) et pour l’IP-DHA administrée en 

solution huileuse, la dose administrée était de 150mg/kg également. Les administrations 

orales ont été faites avec une sonde de gavage calibre 22. 

 

Tableau 31 : Formulations administrées pour l'étude de pharmacocinétique de l’IP-DHA 

 SNEDDS SNEDDS Non 
formulé 

Micelle 

Voie d’administration Orale Orale Orale IV 

Concentration d’IP-
DHA (mg/mL) 

30 30 30 6 

Excipients Phosal® 53 MCT 
Labrasol® 

Transcutol® HP 

Phosal® 53 MCT 
Labrasol® 

Transcutol® HP 

Huile de 
Soja 

Kolliphor® HS15 
Eau MilliQ 

Volume à administrer 
(souris de 25g) 

15µL 125µL 125µL 125µL 

Dose d’IP-DHA 
administrée 

17mg/kg 150mg/kg 150mg/kg 30mg/kg 
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2.1.4 Prélèvement de sang 

Des prélèvements submandibulaires de 100µL de sang ont été effectués à différents temps 

après injection par voie IV chez la souris : 5, 15, 30, 60, 120 et 180min et à 5, 60, 120, 180, 240 

et 360min après une administration par voie orale. Le sang a été prélevé dans des tubes 

héparinés pour éviter la coagulation du sang. Chaque tube de prélèvement contenait 

également 10µM de diisopropylfluorophosphate (DFP) (sigma-Aldrich, Saint Louis, Etats-Unis) 

pour inhiber la dégradation de l’IP-DHA par les estérases. Après prélèvement les tubes sont 

conservés sur glace avant d’être préparés pour quantification. 

 

2.1.5 Traitement de l’échantillon avant dosage 

Les tubes sont centrifugés à 4°C pendant 15min à 2500rpm (centrifugeuse Sigma 2K15) afin 

de séparer le plasma du sang total. 50µL de plasma ont été récupérés dans le surnageant et 

100µL d’agent précipitant (mélange ACN/MeoH à un ratio 50/50 v/v) sont ajoutés avant une 

nouvelle centrifugation à 8000rpm de 10min pour éliminer les protéines plasmatiques. Le 

surnageant a été récupéré et dilué avec 100µL d’eau MilliQ pour être conservé à -20°C jusqu’à 

quantification. 

 

2.1.6 Recherche des métabolites de l’IP-DHA  

Une recherche de métabolites a été effectuée par le prestataire externe Pharmacelsus. 

L’objectif est de déterminer les produits de dégradation de l’IP-DHA dans le plasma avec et 

sans DFP qui est un inhibiteur d’estérases. L’analyse a été faite sur du sang de rats et les 

métabolites ont été quantifiés par HPLC/MS (section 2.1.2).  

 

2.2 Résultats et discussion 

Les études de pharmacocinétique permettent de déterminer l’évolution de la concentration 

en actif dans le sang au cours du temps. Pour cela, nous avons administré l’IP-DHA :  

• Par voie IV à 30mg/kg, sous forme de micelles de Kolliphor® HS 15, 

• Par voie orale à 17mg mg/kg, avec les SNEDDS-IP-DHA,  

• Par voie orale à 150mg/kg, avec les SNEDDS-IP-DHA, 

• Par voie orale à 150mg/kg, solubilisé dans l’huile de soja.  
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Ces études ont été réalisées chez des souris plutôt que chez des rats pour pouvoir diminuer la 

quantité d’actif utilisée. Avec la souris, les volumes de sang prélevés doivent être faibles pour 

pouvoir effectuer plusieurs prélèvements tout en étant suffisamment élevés pour pouvoir 

quantifier l’IP-DHA. Le volume de sang total chez la souris étant de 1,8mL pour une souris de 

25g, nous avons ainsi fixé un minimum de 100µL de sang à chaque prélèvement, et un 

maximum de trois prélèvements par souris soit 17% du volume de sang total. Ce protocole 

permet de limiter la souffrance et le stress causé par le prélèvement chez l’animal. Cette 

méthode est néanmoins contraignante car cela nécessite d’utiliser deux souris pour avoir 6 

points de prélèvement (3 prélèvements/souris) ce qui conduit à une variabilité des données 

récoltées. 3 souris sont utilisées pour chaque point de prélèvements. 

 

2.2.1 Pharmacocinétique de l’IP-DHA par voie IV  

Après injection de la solution micellaire l’IP-DHA par voie IV, la concentration de l’IP-DHA 

diminue très rapidement passant de 206 962ng/mL 5 minutes après l’injection, à 12,45ng/mL 

à 180min (tableau 32). Ces résultats indiquent que l’IP-DHA est rapidement distribué et/ou 

dégradé dans le sang avec T1/2 < 15min. L’IP-DHA injecté par voie IV (T1/2 < 15min) ayant déjà 

prouvé son efficacité pour protéger les photorécepteurs des souris après dégénérescence de 

ces derniers par un stress lumineux aigu (20 000 lux pendant 1,5h) [6], nous pouvons donc 

émettre deux hypothèses : (i) l’IP-DHA passe rapidement à travers la BHR en concentration 

suffisante pour passer dans l’EPR et atteindre les photorécepteurs pour exercer son activité 

protectrice et/ou (ii) Les métabolites issus de l’IP-DHA lors de sa dégradation sont actifs et 

vont passer à travers la BHR. 

 

Tableau 32 : Cinétique plasmatique de l'IP-DHA après administration IV de M-IP-DHA à 
30mg/kg (n=3) 

 

Temps (min) Concentration IP-DHA en ng/mL Ecart-type 

5 206962 281270 

15 6501 9243 

30 4990 8630 

60 217 319 

120 116 193 

180 12 18 
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2.2.2 Pharmacocinétique de l’IP-DHA par voie orale 

Après administration orale de la formulation de SNEDDS-IP-DHA, les valeurs de concentration 

plasmatique n’étant pas reproductible (écarts types très grands) (tableau 33), les paramètres 

PK : T1/2, Cmax et Tmax ne peuvent pas être calculés afin de comparer la biodisponibilité 

absolue de l’IP-DHA : voie orale (SNEDDS) vs voie IV (micelles). Toutefois, à dose égale, une 

nette amélioration de la biodisponibilité est observée par la voie orale entre 0min et 360min 

permettant d’atteindre à t=360min une concentration plasmatique en IP-DHA d’environ 

650ng/mL avec les SNEDDS contre 32ng/mL solubilisé dans l’huile de soja. De plus, même en 

administrant l’IP-DHA sous forme SNEDDS à une dose de 17mg/kg la concentration 

plasmatique en IP-DHA tout au long de l’analyse est supérieur à celle obtenue avec l’IP-DHA 

solubilisée dans l’huile de soja à 150mg/kg. 

 

Tableau 33 : Concentration plasmatique d'IP-DHA après administration orale de SNEDDS-IP-
DHA à 17 et 150mg/kg et de solution d’IP-DHA dans l'huile de soja à 150mg/kg (n=3) 

 

 SNEDDS-IP-DHA à 

150mg/kg 

Solution (huile de soja)  

IP-DHA à 150mg/kg 

SNEDDS-IP-DHA à 17 

mg/kg 

Temps 

(min) 

[C] IP-DHA en 

ng/mL   

Ecart-

type 

[C] IP-DHA en 

ng/mL  

Ecart-

type 

[C] IP-DHA en 

ng/mL  

Ecart-

type 

0 41670 72068 914 1367 1229 963 

60 398 335 381 459 1051 282 

120 23493 40558 240 371 302 102 

180 132 102 23 12 810 391 

240 9266 15952 57 16 884 847 

360 651 839 32 18 407 169 

 

2.2.3 identification et quantification des métabolites dans le sang  

L’étude pharmacocinétique ayant mis en évidence la dégradation rapide de l’IP-DHA dans le 

sang, les métabolites issus de cette dégradation doivent être identifiés et quantifiés par 

HPLCS/MS. Le mécanisme de dégradation suggéré est le suivant : la fonction ester qui permet 

de greffer le DHA au phloroglucinol est clivée par les estérases sanguines provoquant la 

libération de deux principaux métabolites : le phloroglucinol-isopropyl et le DHA (figure 50A). 

Afin de vérifier cette hypothèse, deux analyses ont été effectuées : (i) la quantification de l’IP-

DHA, du DHA (M1) et du second métabolite M2 issus de la dégradation du DHA et (ii) la même 
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analyse faite cette fois en présence de DFP (inhibiteur d’estérases) pour confirmer le rôle des 

estérases sanguines dans la dégradation de l’IP-DHA. 

 

 

Figure 50 : Structure chimique des métabolites de l’IP-DHA dans le plasma (A) et 
quantification de l’IP-DHA et des métabolites M1 et M2 dans le plasma sans (B) et avec 

inhibiteur d’estérases (C) 
 

L’étude des métabolites a mis en évidence la formation du métabolite DHA (M1) et d’un 

second métabolite issu de la dégradation du DHA (M2). Dans cette étude, le phloroglucinol-

isopropyl n’a pas été quantifié. L’analyse sans DFP (figure 50B) nous permet de suivre la 

dégradation de l’IP-DHA dans le sang qui passe de 97,0% à 22,5% (-75,5%) en 1h. En parallèle, 

le métabolite DHA passe de 1,3% à 51,5% (+50,2%) et le métabolite M2 passe de 1,6 à 26,9% 

(+25,3%). Avec la DFP (figure 50C), la concentration d’IP-DHA passe de 94,8% à 42,3% en 1h (-

52,5%). La DFP permettant de limiter la dégradation de l’IP-DHA de 23%, nous avons donc bien 
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une dégradation partielle de l’IP-DHA par les estérases sanguines ; d’autres mécanismes 

participent donc à sa dégradation. 

 

Conclusion 

L’étude pharmacocinétique par voie IV a révélé que lors de l’administration par voie IV, l’IP-

DHA est dégradé rapidement dans le sang avec un T1/2 < 15min. Par voie orale, l’IP-DHA est 

retrouvé dans le sang mais en faible concentration quelle que soit la formulation administrée ; 

une légère amélioration est cependant observée avec les SNEDDS. La dégradation rapide de 

l’IP-DHA dans le sang est en partie liée à l’action des estérases sanguines qui clivent la fonction 

ester pour donner deux molécules : le phloroglucionol-isopropylé et le DHA. Le DHA va ensuite 

être lui-même dégradé en une seconde molécule par un mécanisme de β-oxydation. 

 

Toutefois, malgré une rapide métabolisation plasmatique, les résultats d’efficacité obtenus 

par voie IV lors des études précédentes ont montré la capacité de l’IP-DHA à protéger les 

photorécepteurs de manière significative après induction d’un stress lumineux aigu chez la 

souris ABCA4KO (chapitre 2, partie 2.1.2). Pour expliquer ces résultats, nous pouvons suggérer 

deux hypothèses : (i) l’IP-DHA est rapidement absorbé à travers la BHR après une 

administration IV et permet de protéger efficacement les photorécepteurs malgré sa 

dégradation rapide dans le sang ou bien (ii) les métabolites de l’IP-DHA sont actifs et sont eux 

aussi absorbés à travers la BHR et exercent un effet protecteur sur les photorécepteurs.  Les 

deux hypothèses peuvent avoir une action synergique sur la protection des photorécepteurs 

de la rétine. Ces hypothèses seront à vérifier par la suite pour établir les mécanismes induisant 

l’efficacité de cette molécule. 
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III. Evaluation de l’efficacité des solutions micellaires d’IP-

DHA et de Q-IP-DHA par voie IV 

 

3.1 Matériel & Méthodes 

 

3.1.1 Animaux 

Les souris ABCA4KO ont été utilisées pour évaluer l’efficacité de l’IP-DHA et la Q-IP-DHA par 

voie IV. Ces animaux ont été décrits dans le chapitre 6 section 1.1.1 

 

3.1.2 Administration de la formulation IV 

Des souris âgées de 8 à 16 semaines (des deux sexes), ont été pesées afin d'ajuster la quantité 

de formulation à administrer pour obtenir une dose de 30mg/kg. 100µL de la formulation M-

Q-IP-DHA, M-IP-DHA à 6mg/mL ou du véhicule (Kolliphor® HS 15/solution saline 0,9%) ont été 

injectés dans la veine caudale. Les souris ont été injectées dans l'obscurité 15 minutes avant 

l'exposition à la lumière. L’Emixustat® (EMX) à 5mg/kg a également été administré par voie IV 

comme contrôle positif (traitement efficace chez les animaux mais arrêté en essai clinique car 

rapport bénéfice/risque défavorable). 

 

3.1.3 Induction de la dégénérescence des photorécepteurs par un 

stress lumineux aigu sur des souris Abca4KO 

Les souris ont été placées dans l'obscurité (dark adapted DA) pendant 24h (figure 51). 30min 

avant leur exposition à la lumière, leurs pupilles ont été dilatées avec du tropicamide à 0,5 %. 

Les souris ont été ensuite exposées à une lumière constante (2 lampes fluorescentes blanc 

froid, OSRAM de 26 watts, 1800 lm, efficacité photopique maximale de ~470nm, intensité 

lumineuse moyenne de 24mW/cm2 correspondant à ≈20.000Lux) pendant 1h30 dans un bac 

en plastique blanc muni d’un ventilateur. Les souris ont été ensuite conservées dans 

l'obscurité pendant 5 jours avant de faire les évaluations rétiniennes. Tout au long de 

l'expérience, la température ambiante était de 22 °C, identique à celle du box d'élevage pour 

éviter une augmentation de la température corporelle et une atteinte de la rétine. 
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Figure 51 : Protocole d'évaluation de l'efficacité des formulations chez la souris ABCA4KO 

 

3.1.4 Tomographie par cohérence optique dans le domaine spectral 

(SD-OCT) 

Les souris ont été anesthésiées par injection intrapéritonéale d'un mélange de kétamine 

(70mg/kg) et de xylazine (14mg/kg), et une anesthésie locale a été réalisée avec une goutte 

d'oxybuprocaïne (cébésine à 0,4 %) sur la cornée. L'hydratation de la cornée a été maintenue 

avec le collyre lubrifiant Systane Ultra (Alcon, Fort Worth, TX). Les pupilles ont été dilatées en 

appliquant du tropicamide à 0,5 % sur la cornée. La tomographie par cohérence optique à 

domaine spectral (SD-OCT) a été réalisée séparément sur chaque œil avec le dispositif SD-OCT 

Envisu R2000 (Bioptigen, Durham, NC). Les analyses ont été effectuées par balayage 

rectangulaire (1,4 mm × 1,4 mm avec 1000 balayages A par balayage B × 100 balayages B) tout 

en étant centré sur le nerf optique. L'épaisseur de la couche nucléaire interne (INL) et de la 

couche nucléaire externe (ONL), a été mesurée en unités arbitraires à l'aide du logiciel ImageJ. 

Vingt mesures ont été effectuées par analyse et la moyenne a été calculée pour les deux yeux. 

 

3.1.5 Electrorétinographie (ERG) 

Tous les examens électrophysiologiques ont été réalisés à l'aide du Visiosystem® (SIEM, 

France). Les animaux ont été préparés et anesthésiés, avant que l'enregistrement de 

l'électrorétinogramme (ERG binoculaire plein champ) soit effectué avec des électrodes en 

coton. Les électrodes de coton sont fabriquées à partir de coton chirurgical pur qui a été étiré 

et roulé pour obtenir une mèche très fine. La mèche de coton est ensuite attachée à une pince 

crocodile et imprégnée d'une solution saline de NaCl 0,9%. Cette imprégnation permet la 

conductibilité électrique des électrodes et améliore l'adhérence à la cornée de la souris. 

Toutes les expériences ont été réalisées le matin sous une faible lumière rouge dans une pièce 
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sombre. Chaque animal a été anesthésié avec de la kétamine (70mg/kg) et de la xylasine 

(14mg/kg). Les pupilles ont été dilatées en appliquant du tropicamide à 0,5 % sur la cornée. 

Une électrode aiguille placée en sous-cutané près de la queue était mise à la terre, et deux 

électrodes aiguilles de référence étaient placées en sous-cutané de chaque côté de la tête, 

près de l'oreille. Les ERG ont été enregistrés simultanément à partir des deux yeux. L’activité 

électrique des ondes a et b, a été enregistrée après induction de flashs d’intensités différentes 

(-1 ; -0,7 ; -0,5 ; -0,3 ; 0,0 ; 0,5 ; 1,0 ; 1,5 ; 2,0 log cd.s.m-2). 

 

3.1.6 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la fonction des 

photorécepteurs chez les souris 

Le pourcentage de perte de l’intégrité et de la fonction des photorécepteurs issues des 

résultats ERG et histologiques obtenus a été calculé en suivant les équations suivantes :  

 

% 𝑑′𝑖𝑛𝑡é𝑔𝑟𝑖𝑡é 𝑑𝑒𝑠 𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑟é𝑐𝑒𝑝𝑡𝑒𝑢𝑟𝑠 ∶  

𝐼𝑁𝐿
𝑂𝑁𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑢𝑟𝑖𝑠 𝑡𝑟𝑎𝑖𝑡é𝑒 × 100

𝐼𝑁𝐿
𝑂𝑁𝐿 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑢𝑟𝑖𝑠 𝐷𝐴

 

 

% 𝑑′𝑎𝑐𝑡𝑖𝑣𝑖𝑡é 𝑑𝑒𝑠 𝑝ℎ𝑜𝑡𝑜𝑟é𝑐𝑒𝑝𝑡𝑒𝑢𝑟𝑠 ∶  
𝑎𝑚𝑝𝑙𝑖𝑡𝑢𝑑𝑒 𝑑𝑒 𝑙′𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑎 𝑜𝑢 𝑏  × 100

𝑎𝑚𝑝𝑙𝑖𝑡𝑢𝑑𝑒 𝑙′𝑜𝑛𝑑𝑒 𝑎 𝑜𝑢 𝑏 𝑑𝑒 𝑙𝑎 𝑠𝑜𝑢𝑟𝑖𝑠 𝐷𝐴
 

 

3.1.7 statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisées à l'aide du logiciel Graph Pad Prism 5.0. L'ANOVA à 

sens unique a été utilisée pour comparer plus de deux échantillons. L'ajustement 

multicomparaison de Bonferroni a été utilisé comme test post hoc pour calculer les niveaux 

de signification. Une valeur p de <0,05 a été considérée comme significative. 

 

3.2 Résultats et discussion 

L'objectif de cette étude in vivo était d'évaluer l'efficacité thérapeutique de la formulation M-

Q-IP-DHA sur la maladie de Stargardt avec des souris ABCA4KO. La régénération du pigment 

visuel (opsine + 11cRAL) a été obtenue en maintenant les souris dans l'obscurité pendant 24 

heures avant l'induction de la dégénérescence rétinienne par un stress lumineux (lumière 

blanche intense (20 000 Lux) pendant 90 minutes). Les effets de la formulation M-Q-IP-DHA 
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(30mg/kg) et de l’EMX (5mg/kg), utilisé comme contrôle positif, ont été évalués par injection 

IV sur les souris 15min avant l'induction de la dégénérescence rétinienne. La dégénérescence 

des photorécepteurs de la rétine induite par la lumière est une méthode couramment utilisée 

pour étudier les traitements potentiels de la maladie de Stargardt ou de DMLA atrophique [1]. 

Après l'exposition, les souris sont gardées 5 jours dans l'obscurité puis l'état de la rétine est 

évalué par analyse fonctionnelle (ERG) et analyse de l'intégrité (SD-OCT) (figure 51). 

 

3.2.1 Evaluation de l’efficacité des M-Q-IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse SD-OCT 

La SD-OCT permet de photographier les différentes couches de la rétine, notamment la 

couche nucléaire externe (ONL) qui contient les photorécepteurs et la couche nucléaire 

interne qui contient les cellules amacrines, horizontales et bipolaires [2].  

 

Figure 52 : Ratio des couches ONL/INL (A) et images SD-OCT (B) avec différents 
prétraitements des souris ABCA4KO suivi d’une induction de la dégénérescence rétinienne 
par un stress lumineux aigu. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse 

statistique : ANOVA à sens unique avec test de multi-comparaison de Tukey : **** p < 
0.0001 
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La dégénérescence et la mort cellulaire des photorécepteurs sont indiquées par une 

diminution de l'épaisseur de la couche ONL. La couche INL reste intacte. L'analyse SD-OCT 

nous permet de visualiser la mort de ces photorécepteurs en calculant le rapport ONL/INL 

avec le logiciel ImageJ. Le rapport des couches ONL/INL mesuré chez les souris avec les 

différentes injections IV de Q-IP-DHA est présenté dans la Figure 52. 

 
Tableau 34 : Résultats de l’épaisseur des couches ONL/INL issues de l'analyse histologique en 

pourcentage 

 % de l’épaisseur de la couche 

ONL/INL restants / DA 

% gain (ONL/INL) 

/ véhicule 

DA 100 NA 

EMX 5mg/kg 84 64 

M-Q-IP-DHA 30mg/kg 67 47 

Véhicule 20 0 

Non traité 19 NA 

 

Le rapport des couches ONL/INL mesuré chez les souris (figure 52) nous permet de quantifier 

la dégénérescence des photorécepteurs. Les souris qui sont restées dans l'obscurité (DA) 

n'ayant pas subi de dégénérescence des photorécepteurs (100% de photorécepteurs) sont 

utilisées comme référence positive. Les souris traitées par EMX (5mg/kg) ont été utilisées 

comme contrôle positif car l'EMX est une molécule connue pour protéger les photorécepteurs 

de la dégénérescence induite par la lumière sur des souris [3] mais elle induit également des 

effets indésirables en inhibant le cycle visuel et n'a pas montré d'effets bénéfiques lors d'un 

essai clinique randomisé [4]. Les souris injectées avec le véhicule (Kolliphor® HS 15/solution 

saline 0,9%) ou non traitées ont été utilisées comme contrôle négatif.  

 

Les résultats montrent que les souris utilisées comme témoins négatifs perdent 80 % et 81 % 

(véhicule/non traité vs DA) de leurs photorécepteurs après induction d'un stress lumineux. Le 

véhicule seul ne présente aucun effet protecteur contre la dégénérescence induite par la 

lumière. Les souris traitées avec l'EMX et les M-Q-IP-DHA ont montré une protection 

significative des photorécepteurs avec un maintien de l’intégrité respectivement de +64% et 

+47% (différence significative) par rapport aux souris traitées avec le véhicule (EMX/Q-IP-DHA 
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vs Véhicule). Avec le traitement EMX 84% de la couche ONL est maintenue et 67% avec le 

traitement M-Q-IP-DHA à 30mg/kg. 

 

3.2.2 Evaluation de l’efficacité des M-Q-IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse ERG  

L'activité électrique de la rétine a été déterminée par une analyse ERG.  

 

Figure 53 : Courbes de sensibilité rétinienne représentant l’évolution des amplitudes des 
ondes « a » (A) et « b » (B) en fonction de l’intensité lumineuse et des amplitudes maximales 

des ondes a (C) et b (D) des souris ABCA4KO après administration orale de divers 
prétraitements suivie d’une induction de la dégénérescence rétinienne par un stress 

lumineux aigu. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : 
ANOVA à sens unique avec test de multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 

0,0001 
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L'onde a correspond à la réponse des photorécepteurs et l'onde b correspond à la 

transmission du signal entre les photorécepteurs et les cellules bipolaires [5]. La réponse de 

l'onde b est dépendante de la réponse de l'onde a. L'amplitude des ondes a et b à différentes 

intensités lumineuses est représentée dans la figure 53A et 53B et le maximum des 

amplitudes a et b est représenté dans la figure 53C et 53D. Cette étude nous permet de 

déterminer si les photorécepteurs sont encore fonctionnels après l'induction de leur 

dégénérescence. Les souris DA n'ayant pas été exposées à la lumière sont prises comme 

contrôle positif avec une activité photoréceptrice de 100%. 

 
Tableau 35 : Résultats de l’amplitude de l’onde a et b issues de l'analyse ERG en pourcentage 

 % de 

l’amplitude de 

l’onde a / DA 

% de 

l’amplitude de 

l’onde b / DA 

% gain  

(onde a) 

/ véhicule 

% gain  

(onde b) 

/ véhicule 

DA 100 100 NA NA 

EMX 5mg/kg 88 96 64 56 

M-Q-IP-DHA 30mg/kg 81 89 57 49 

Véhicule 24 40 0 0 

Non traité 28 36 NA NA 

 

Comme pour l'étude SD-OCT précédente, les souris injectées avec le véhicule ou non traitées 

ont perdu respectivement 76 et 72% de leur maximum d'intensité pour l'onde a et 60 et 64% 

pour l'onde b (figure 53C, D) par rapport aux souris DA (non soumises à la dégénérescence 

induite par la lumière) (DA vs véhicule/non traité). Les souris qui ont été traitées avec l’EMX 

(5mg/kg) et les M-Q-IP-DHA (30mg/kg) ont montré une amélioration significative de l'intensité 

maximale observée respectivement de +64% et +57% avec l'onde a et +56% et +49% avec 

l'onde b, par rapport au véhicule (véhicule vs EMX/M-Q-IP-DHA). 

 

Les résultats obtenus avec l'ERG confirmant ceux de l'OCT, la formulation M-Q-IP-DHA 

administrée par voie IV à 30mg/kg protège significativement l'intégrité des photorécepteurs 

avec maintien de l’activité après induction d'un stress lumineux aigu. En comparaison avec 

l'EMX, la formulation M-Q-IP-DHA a été administrée à une dose 6 fois plus élevée et a montré 

une efficacité de protection plus faible. Cependant, la Q-IP-DHA est une molécule qui part son 

mécanisme d’action et sa nature chimique devrait engendrer peu ou pas de toxicité sur le 
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cycle visuel comme cela a été mis en évidence avec son analogue l’IP-DHA, basé sur la même 

structure chimique (phénol + DHA + isopropyle)[6] contrairement à l’EMX. 

 

Il est à noter que cette étude confirme des résultats obtenus sur des souris ABCA4KO qui ont 

montré avec la quercétine et la Myricetin (molécules flavonoïdes) administrées par injection 

intrapéritonéale (IP) à 20mg/kg 30min avant l'induction de la dégénérescence des 

photorécepteurs par une lumière blanche intense (10 000lux pendant 45min) une prévention 

de la dégénérescence des photorécepteurs après analyse fonctionnelle et morphologique [1]. 

Dans une autre étude, deux dérivés de Tempol (antioxydant) ont été administrés à 100mg/kg 

par voie IP, sur des rats albinos, 30min avant d’induire des dommages rétiniens à l’aide d’une 

lumière blanche (6 heures à 2700lux) et ont permis de protéger les photorécepteurs [7]. Ces 

résultats sont intéressants mais non comparables avec les nôtres car les conditions 

expérimentales ne sont pas identiques. 

 

De plus, ces deux études ont été réalisées par administration IP car, comme nous l’avons vu, 

les actifs lipophiles sont difficiles à solubiliser. Cependant, l'administration de médicaments 

par voie IP présente des inconvénients car les actifs peuvent reprécipiter dans le péritoine ou 

sont soumis à un effet de premier passage hépatique presque similaire à celui de 

l'administration orale [8] qui peut diminuer la biodisponibilité du médicament administré [9].  

Dans notre étude, nous avons réussi à développer des formulations pour la voie IV afin 

d'évaluer leur efficacité pour le nouveau dérivé de notre molécule LEAD. La Q-IP-DHA est donc 

la seconde molécule lipophénolique à obtenir une preuve de concept de son efficacité in vivo 

après son administration par voie IV chez la souris ABCA4KO. Ces résultats confirment l’intérêt 

de ce lipophénol. 

 

3.2.3 Comparaison de l’efficacité de l’IP-DHA sous solution micellaire 

et complexé à la BSA sur modèle de dégénérescence aigu par analyse ERG 

La solution micellaire (Kolliphor® HS 15/solution saline 0,9%) ayant permis d’établir la capacité 

de protection de la Q-IP-DHA sur les souris ABCA4KO a aussi été utilisée pour formuler l’IP-

DHA. Dans une étude précédente, l’IP-DHA avait été complexé à la BSA pour pouvoir être 

administré par voie IV car elle possède des sites de fixation au acides gras polyinsaturés 
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comme le DHA. Les deux formulations ont été administrées à dose égale afin de pouvoir 

évaluer l’impact de la formulation sur la capacité de l’IP-DHA à protéger les photorécepteurs. 

L’état de la rétine a ensuite été analysé uniquement par ERG, l’OCT n’étant pas fonctionnel au 

moment des expérimentations.  

 

Figure 54 : Amplitudes maximales de l'onde a (A) et b (B) des souris ABCA4KO après 
administration IV de l’IP-DHA formulé dans les micelles ou avec la BSA, des véhicules (BSA 
seul et micelle seul) et induction de la dégénérescence rétinienne par un stress lumineux 
aigu. Les résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à 

sens unique avec test de multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, , 
 

Tableau 36 : Résultats de l’amplitude de l’onde a et b issues de l'analyse ERG en pourcentage 

 % de 

l’amplitude de 

l’onde a / DA 

% de 

l’amplitude de 

l’onde b / DA 

% gain (onde 

a) 

/ véhicule 

% gain (onde 

b) 

/ véhicule 

DA 100 100 NA NA 

M-IP-DHA 30mg/kg 94 89 63 69 

BSA-IP-DHA 30mg/kg 57 41 26 21 

Véhicule 31 20 0 0 

 
 

Le prétraitement avec l’IP-DHA à 30mg/kg complexé avec la BSA permet d’améliorer de +26% 

dans les conditions réalisées ce jour-là sur l’amplitude maximale de l’onde a en comparaison 
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des souris administrées avec les véhicules (différence non significative) (figure 54A). Pour 

l’amplitude maximale de l’onde b, un gain d’amplitude de +21% est mesuré avec l’IP-DHA 

complexé avec la BSA vs véhicule (différence significative) (figure 54B). Avec l’IP-DHA à 

30mg/kg sous solution micellaire, un gain d’amplitude respectivement de +63% et de +69% 

pour l’onde a et b est mesuré en comparaison avec les véhicules (différence significative). 

Entre les deux traitements d’IP-DHA (BSA vs micelles), la solution micellaire permet donc une 

meilleure protection avec une amélioration de +36% pour l’amplitude de l’onde a et de +44% 

pour l’amplitude de l’onde b. Ces résultats montrent l’importance du choix de la formulation 

sur l’efficacité d’un actif ; la formulation micellaire permettrait de diminuer la dégradation 

dans le sang en limitant les interactions entre l’IP-DHA et les protéines sanguines et en étant 

pas reconnu par les macrophages (chapitre 5, partie 1.3.1). La formulation micellaire pourrait 

également permettre d’améliorer son passage à travers la BHR jusqu’à la rétine. 

 

Conclusion 

Dans cette étude, nous avons démontré que la Q-IP-DHA formulée dans des micelles et 

administrée par voie IV à une dose de 30mg/Kg permet de protéger partiellement la fonction 

et l’intégrité des photorécepteurs des souris ABCA4KO (modèle de la maladie de Stargardt) 

après induction de la dégénérescence des photorécepteurs. Nous avons également démontré 

que la formulation micellaire permettait d’augmenter l’efficacité de l’IP-DHA (molécule LEAD) 

par rapport à la formulation initialement développée de l’IP-DHA complexé avec la BSA.  

L’IP-DHA et la Q-IP-DHA présentent donc un effet de protection des photorécepteurs des 

souris après une administration IV à une dose de 30mg/kg. Ceci constitue une preuve de 

concept pour poursuivre leur évaluation. Nous devons maintenant déterminer l’efficacité de 

ces composés par voie orale avec de nouvelles formulations pour avoir une voie 

d’administration plus adaptée à un traitement chronique. 
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IV. Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

par voie orale avec un modèle aigu de dégénérescence 

des photorécepteurs  

 

4.1 Matériel & Méthodes 

4.1.1 Animaux 

Les souris ABCA4KO ont été utilisées pour évaluer l’efficacité de l’IP-DHA et les souris BALB/c 

ont été utilisées pour évaluer l’efficacité de la Q-IP-DHA. Les souris BALB/c ont été utilisées 

suite aux problèmes d’induction de la dégénérescence de la rétine des souris ABCA4KO. Les 

souris BALB/c âgées de 8 semaines ont été fournies par Charles River.  

 

4.1.2 Administration par voie orale 

Des souris âgées de 8 à 16 semaines (des deux sexes), ont été pesées afin d'ajuster la quantité 

de Q-IP-DHA administrée par voie orale pour une dose à 100, 75 et 50mg/kg et d’IP-DHA pour 

une dose de 17, 50 et 100mg/kg. Les souris ont été gavées 1h avant l’induction de la 

dégénérescence des photorécepteurs avec une sonde de gavage de calibre 22. Les différentes 

formulations administrées ont été les suivantes :  

• LNC-Q-IP-DHA à 7mg/mL  

• Solution de Q-IP-DHA solubilisée dans le Labrafac® à 10mg/mL  

• Solution d’IP-DHA dispersée dans l’huile de soja à 20mg/mL  

• SNEDDS-IP-DHA à 30mg/kg   

• Véhicules : LNC vide, Labrafac®, SNEDDS vide et huile de soja 

 

4.1.3 Induction de la dégénérescence des photorécepteurs par un 

stress lumineux aigu sur des souris BALB/c et ABCA4KO 

La dégénérescence induite par la lumière a été effectuée de la même manière que pour 

l’évaluation IV décrite dans le chapitre 5, partie 2.1.3 
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4.1.4 Analyse histologique 

Les animaux ont été sacrifiés par dislocation cervicale. Rapidement, les yeux ont été énucléés 

et fixés dans du paraformaldéhyde à 4% pendant 24h à 4°C. Les yeux ont été inclus dans de la 

paraffine et coupés en sections sagittales de 5μm. Pour la coloration 

hématoxyline/éosine/saffron (HES), les sections ont été déparaffinées, marquées avec HES 

selon les protocoles standard, rincées et montées dans du Moeviol. L'épaisseur de la couche 

nucléaire interne (INL) et de la couche nucléaire externe (ONL) a été mesurée et exprimée en 

unités arbitraires à l'aide du logiciel ImageJ.  

 

4.1.5 Electrorétinographie (ERG) 

L’analyse de l’activité de la rétine des souris BALB/C a été réalisée de la même manière que 

pour l’évaluation par voie IV décrite dans le chapitre 6, partie 3.1.5 

 

4.1.6 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la fonction des 

photorécepteurs restant chez les souris 

Le calcul des pourcentages des couches ONL/INL et de l’amplitude des ondes a et b issues des 

analyses histologiques et d’erg est décrit dans le chapitre 6, partie 3.1.6 

 

4.1.7 Statistiques 

L’analyse statistique est identique à celle réalisée pour la voie IV décrite dans le chapitre 6 

partie 2.1.6 

 

4.2 Résultats et discussion 

Comme pour la voie IV, nous avons utilisé des souris ABCA4KO, modèles animaux de la maladie 

de Stargardt, pour l’évaluation par voie orale de l’efficacité de l’IP-DHA. L’évaluation de 

l’efficacité de la Q-IP-DHA par voie orale se fait sur un modèle de souris différent : les BALB/c. 

L’utilisation des souris BALB/c n’était pas prévu. En effet, nous avons remarqué au cours des 

expériences que le stress lumineux aigu n’induisait plus suffisamment la dégénérescence des 

photorécepteurs sur les différentes générations successives issues de la lignée de souris 

ABCA4KO. Ceci a rendu la lignée obsolète pour évaluer l’efficacité des composés. Nous avons 

donc choisi une lignée alternative comme modèle : les souris BALB/c, modèle couramment 
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utilisé pour étudier les traitements potentiels de la DMLA atrophique [10]. Les souris BALB/c 

ne portent pas de délétion du gène Abca4 et sont par conséquent plus représentatives de la 

DMLA que de la maladie de Stargardt. Cette étude nous permet de vérifier l’efficacité de cette 

molécule sur un modèle animal de DMLA.  

 

Dans les 2 cas, les souris ont été maintenues dans l'obscurité pendant 24h avant l'induction 

de la dégénérescence rétinienne (lumière blanche intense, 20 000 Lux) pendant 90 minutes 

afin de régénérer le pigment visuel (opsine + 11cRAL). L'état de la rétine a été évalué 5 jours 

après l'exposition, avec une analyse fonctionnelle par ERG et une analyse de l’intégrité par 

histologie. Les souris ont été maintenues dans l'obscurité pendant ces 5 jours. Les effets des 

différentes formulations d’IP-DHA, solubilisé dans l’huile de soja (100 mg/kg), des SNEDDS-IP-

DHA (17, 50 et 100 mg/kg) et de la Q-IP-DHA solubilisée dans le Labrafac® (50 et 100mg/kg) 

ou dans des LNC-Q-IP-DHA (50, 75 et 100mg/kg) ont été évalués en gavant les souris 60 

minutes avant l'exposition à la lumière. L’analyse histologique a été substituée à l’analyse OCT 

précédemment réalisée par voie IV en raison d’une panne sur l’OCT. En temps normal, 

l’analyse OCT est privilégiée car il s’agit d’une analyse non invasive qui permet de ne pas 

sacrifier l’animal contrairement à l’analyse histologique. 

 

4.2.1 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse ERG 

L'activité électrique de la rétine a été déterminée par une analyse ERG. Les souris qui ont été 

gavées avec les véhicules (huile de soja et SNEDDS) n'ont pas été protégées contre la 

dégénérescence induite par la lumière, et ont perdu respectivement 76 et 63% de leur activité 

(DA vs huile de soja/SNEDDS), (figure 55C). L'IP-DHA solubilisé dans l'huile de soja et 

administré à 100 mg/kg n'a pas montré de protection significative par rapport au véhicule (42 

vs 24% pour l'onde a et 39 vs 35% pour l'onde b). La protection conférée par les SNEDDS-IP-

DHA était proportionnelle à la dose ; Les SNEDDS-IP-DHA à 17 mg/kg ont semblé protéger 

légèrement mieux que les véhicules (différence non significative).  À 50 mg/kg, nous avons 

observé une légère protection par rapport au véhicule SNEDDS pour l'onde a (55 contre 37% 

des photorécepteurs restants, différence non significative) et pour l'onde b (62 contre 38% 

des photorécepteurs restants, différence significative). A 100 mg/kg, cette protection a 



Chapitre 6 : Pharmacocinétique, métabolisation et évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

179 

 

augmenté pour les ondes a et b, à 76 et 82% (tableau 37) soit un gain d’amplitude pour l’onde 

a et b respectivement de +39 et +44%. Il est intéressant de noter que par voie IV dans des 

conditions expérimentales similaires, la formulation d'IP-DHA associée à de la BSA, injectée à 

30 mg/kg, a induit un degré de protection similaire (80-85%). Pour finir à dose égale 

(100mg/kg), l’IP-DHA formulé avec les SNEDDS améliore l’amplitude de l’onde a et b 

respectivement de +21 et +40% en comparaison avec l’administration de l’IP-DHA solubilisé 

dans l’huile de soja. 

 

 

 

Figure 55 : Courbes de sensibilité rétinienne représentant l’évolution des amplitudes des 
ondes a (A) et b (B) en fonction de l’intensité lumineuse et des amplitudes maximales des 

ondes a (C) et b (D) des souris ABCA4KO après administration orale de divers prétraitements 
et dégénérescence rétinienne induite par un stress lumineux aigu. Les résultats sont 

exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique avec test de 
multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 0,0001, * p < 0,1, ns : non significatif 
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Tableau 37 : Résultats de l’amplitude de l’onde a et b issues de l'analyse ERG en pourcentage 

 % de 

l’amplitude de 

l’onde a / DA 

% de 

l’amplitude de 

l’onde b / DA 

% gain 

(onde a) 

/ véhicule 

% gain 

(onde b) 

/ véhicule 

DA 100 100 NA NA 

SNEDDS-IP-DHA 100mg/kg 76 82 39 44 

SNEDDS-IP-DHA 50mg/kg 55 62 18 24 

SNEDDS-IP-DHA 17mg/kg 54 57 17 19 

IP-DHA à 100mg/kg dans 

l’huile de soja 

42 39 18 4 

Véhicule SNEDDS 37 38 0 0 

Véhicule huile de soja 24 35 0 0 

 

4.2.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse histologique 

Pour compléter l'évaluation de l'ERG, nous avons réalisé une étude histologique. En effet, 

l'analyse histologique est considérée comme une analyse anatomique. Ainsi, nous l'avons 

utilisée pour déterminer l'épaisseur des couches nucléaires interne (INL) et externe (ONL) de 

la rétine. Nous avons montré que les SNEDDS-IP-DHA à 100mg/kg protégeaient efficacement 

l'activité des photorécepteurs chez les souris ABCA4KO. Avec cette analyse histologique, nous 

avons voulu évaluer la structure des couches ONL et INL. Les résultats ont été similaires à ceux 

observés avec l'analyse ERG (figure 56 et tableau 38). Les souris DA présentaient un rapport 

ONL/INL de 2,2 : la couche ONL était environ deux fois plus épaisse que la couche INL chez les 

souris non exposées à la lumière. Les véhicules (huile de soja et SNEDDS) et l'IP-DHA solubilisé 

dans l'huile de soja à 100mg/kg n'ont montré aucun effet protecteur et ont présenté des 

rapports ONL/INL respectivement de 0,6 ; 0,7 et 0,7. L’effet dose-réponse avec les souris 

traitées par SNEDDS-IP-DHA est dose dépendant et similaire à celui obtenu avec l’analyse ERG. 

Une légère amélioration de la préservation de l'épaisseur de la couche ONL chez les souris 

traitées par 17 et 50mg/kg a été observée en comparaison avec les véhicules, mais aucune 

différence significative n'a été observée. L'effet protecteur a été observé à la dose de 

100mg/kg avec les SNEDDS-IP-DHA (rapport ONL/INL : 1,6) ; soit une conservation de 

l'épaisseur de la couche de 73% donc une amélioration de la protection de +39% en 

comparaison avec le véhicule. Cette protection était légèrement inférieure à celle obtenue 
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par voie IV à une dose plus faible de 30mg/kg. A 100mg/kg, l’IP-DHA formulé avec les SNEDDS 

améliore la conservation de l’épaisseur de la couche ONL respectivement de +40% en 

comparaison avec l’administration de l’IP-DHA solubilisé dans l’huile de soja. 

 

Figure 56 : Images de l'analyse histologique des souris ABCA4KO avec différents 
prétraitements après la dégénérescence rétinienne induite par le stress aigu de la lumière 
blanche (A) et rapport de l'épaisseur de l'ONL/INL de cette analyse histologique (B). . Les 

résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique 
avec test de multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 0,0001 

 
 

Tableau 17 : Résultats de l’épaisseur des couches ONL/INL issues de l'analyse histologique en 
pourcentage 

 % de l’épaisseur de la couche 

ONL/INL restants / DA 

% gain (ONL/INL) 

/ véhicule 

DA 100 NA 

SNEDDS-IP-DHA 100mg/kg 73 39 

SNEDDS-IP-DHA 50mg/kg 54 20 

SNEDDS-IP-DHA 17mg/kg 36 2 

IP-DHA à 100mg/kg dans l’huile de 

soja 

33 6 

Véhicule SNEDDS 34 0 

Véhicule huile de soja 27 0 
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La corrélation observée entre les résultats histologiques et les analyses ERG a révélé que 

l'IP-DHA avait un effet protecteur sur l'intégrité et la fonctionnalité des photorécepteurs 

après l'induction d'un stress lumineux aigu par la lumière blanche dans un modèle murin de 

la maladie de Stargardt. Cet effet protecteur a été observé après administration orale avec 

une formulation SNEDDS. À la même dose d’IP-DHA (100mg/kg), nous avons observé une 

différence majeure dans l'effet protecteur avec (SNEDDS) par rapport à celui avec huile de 

soja ; la formulation SNEDDS a permis une augmentation significative de la biodisponibilité de 

la molécule et, par conséquent, une augmentation de la quantité de molécule active 

atteignant les photorécepteurs. Les véhicules SNEDDS n'ont pas montré d'effets protecteurs 

et n'ont donc pas été impliqués dans l'effet de protecteur observé.  

 

Des études antérieures ont démontré l'efficacité de divers composés in vivo administrés par 

voie orale dans un modèle de dégénérescence rétinienne aiguë induite par la lumière. 

L'astaxantine, un puissant antioxydant de la famille des caroténoïdes, dissout dans l'huile 

d'olive et administré par voie orale à 100mg/kg à des souris préserve partiellement les 

photorécepteurs suite à l'induction de la dégénérescence rétinienne par la lumière blanche 

(3h à 8000 Lux) [11]. Cette étude est intéressante car elle montre qu’avec une simple solution 

huileuse, l’administration par voie orale d’un puissant antioxydant lipophile permet d’obtenir 

une efficacité chez l’animal. Dans un autre travail, la NSP-116, piégeur de radicaux libres, en 

suspension dans l'eau avec 0,5% de carboxyméthylcellulose sodique (CMC) a été administrée 

par voie orale à 30mg/kg à des souris 30 minutes avant l'induction de la dégénérescence 

rétinienne par la lumière blanche (8000 Lux pendant 3 h). Malgré l'étude PK qui a montré une 

quantité plutôt faible de NSP-166 dans le plasma (Cmax= 7ng/mL pour une dose administrée 

de 25mg/kg), elle a été efficace pour protéger les photorécepteurs des souris [12]. Dans notre 

étude, nous avons démontré l'importance de la formulation SNEDDS pour améliorer 

l’efficacité de l'IP-DHA (Figures 55 et 56) ; une formulation plus adaptée de l'astaxantine et de 

la NSP-116 pourrait potentiellement augmenter leur biodisponibilité et donc leur activité. 
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4.2.3 Evaluation de l’efficacité de la Q-IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse ERG 

L'activité électrique de la rétine a été déterminée par une analyse ERG (figure 57 et tableau 

39). Solubilisé dans le Labrafac® à une dose de 50mg/kg la Q-IP-DHA administrée par voie 

orale a permis d’améliorer légèrement l’amplitude de l’onde a de +17% et l’amplitude de 

l’onde b de +12% en comparaison avec le véhicule Labrafac® seul, (différence non 

significative). A une dose de 100mg/kg, les gains en amplitude de l’onde a et b ont augmentés 

de +45% toujours en comparaison avec le véhicule Labrafac® seul (différence significative).  

Pour les formulations, les LNC-Q-IP-DHA à 50, 75 et 100mg/kg ont permis d’augmenter 

l’amplitude de l’onde a respectivement de 25, 64 et 76% et pour l’onde b de 30, 66 et 75% en 

comparaison avec les LNC vides.  A dose égale de Q-IP-DHA, on a observé une amélioration de 

la protection de la fonction des photorécepteurs après administration des LNC. A 50mg/kg, 

les LNC-Q-IP-DHA ont permis de conserver respectivement 51 et 62% de l’amplitude de l’onde 

a et b contre 39 et 40% avec le Labrafac® Q-IP-DHA, soit un gain de 12 et 22% sur la fonction 

visuelle (différence non significative). Avec les LNC-Q-IP-DHA à 100mg/kg, l’amplitude des 

ondes a et b était plus importante que celles obtenues avec les souris non exposées à la 

lumière (contrôle positif (DA)). A cette dose, les LNC-Q-IP-DHA ont permis d’obtenir une 

amplitude d’onde a et b respectivement de 102 et 107% contre 67 et 73% avec la Q-IP-DHA 

solubilisée dans le Labrafac®, soit un gain de 35 et 34% sur la fonction visuelle. 

 

Tableau 39 : Résultats de l’amplitude de l’onde a et b issues de l'analyse ERG en pourcentage 

 % de 

l’amplitude 

de l’onde a / 

DA 

% de 

l’amplitude de 

l’onde b / DA 

% gain 

(onde a) 

/ véhicule 

% gain 

(onde b) 

/ véhicule 

DA 100 100 NA NA 

LNC-Q-IP-DHA 100mg/kg 102 107 76 75 

LNC-Q-IP-DHA 75mg/kg 90 98 64 66 

LNC-Q-IP-DHA 50mg/kg 51 62 25 30 

Labrafac® Q-IP-DHA 100mg/kg 67 73 45 45 

Labrafac® Q-IP-DHA 50mg/kg 39 40 17 12 

LNC véhicule 26 32 0 0 

Labrafac® véhicule 22 28 0 0 
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Figure 57 : Courbes de sensibilité rétinienne représentant l’évolution des amplitudes des 
ondes a (A) et b (B) en fonction de l’intensité lumineuse et des amplitudes maximales des 

ondes a (C) et b (D) des souris BALB/C après administration orale de divers prétraitements et 
de l’induction de la dégénérescence rétinienne induite par un stress lumineux aigu. . Les 

résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique 
avec test de multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ** p < 0,01, ns : 

non significatif 
 

4.2.4 Evaluation de l’efficacité de la Q-IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence aigu par analyse histologique 

Les coupes histologiques réalisées ainsi que le ratio de l’épaisseur des couches INL et ONL des 

rétines sont représentés dans la figure 58. Comme pour les résultats observés par ERG, la Q-

IP-DHA solubilisée dans le Labrafac® et administrée par voie orale à une dose de 50mg/kg a 

permis d’améliorer de +10% la protection de l’intégrité des photorécepteurs en comparaison 

avec le véhicule Labrafac® seul (différence non significative). Par contre, à une dose de 

100mg/kg, la Q-IP-DHA solubilisée dans le Labrafac® a permis d’améliorer le ratio des 

épaisseurs des couches ONL/INL de +34% et en comparaison avec le véhicule Labrafac® seul 
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(différence significative). Dans le cas des LNC-Q-IP-DHA administrées par voie orale à 50, 75 

et 100mg/kg, le ratio ONL/INL a augmenté respectivement de 10, 40 et 62% en comparaison 

avec les LNC vides. A dose égale de LNC-Q-IP-DHA, on a observé une amélioration de la 

protection de l’intégrité des photorécepteurs A 100mg/kg, le ratio des épaisseurs des couches 

ONL/INL était de 1,91 avec les LNC-Q-IP-DHA contre 1,25 avec la Q-IP-DHA solubilisé dans le 

Labrafac® à la même dose, soit un gain de 31% (différence significative). 

 

Figure 58 : Coupes histologiques (A) et ratio des couches ONL/INL (B) avec différents 
prétraitements des souris BALB/c suivi d’une induction par un stress lumineux aigu. Les 

résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique 
avec test de multi-comparaison de Tukey : **** p < 0,0001, ** p < 0,01, * p < 0,1, ns : non 

significatif 
 

Tableau 40 : Résultats de l’épaisseur des couches ONL/INL issues de l'analyse histologique en 
pourcentage 

 % de l’épaisseur de la couche 

ONL/INL restants / DA 

% gain (ONL/INL) 

/ véhicule 

DA 100 NA 

LNC-Q-IP-DHA 100mg/kg 92 60 

LNC-Q-IP-DHA 75mg/kg 74 42 

LNC-Q-IP-DHA 50mg/kg 42 10 

Labrafac® Q-IP-DHA 100mg/kg 61 34 

Labrafac® Q-IP-DHA 50mg/kg 37 10 

LNC véhicule 32 0 

Labrafac® véhicule 27 0 
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Considérant que la Q-IP-DHA est une molécule faiblement perméable à travers les 

entérocytes, il est surprenant qu’elle soit aussi efficace lorsqu’elle est administrée dans le 

Labrafac®. Son efficacité soulève plusieurs questions : (i) l’activité est-elle due à la molécule 

seule, ses métabolites, ou les deux car sa fonction ester pourrait être clivée par les estérases 

intestinales libérant la molécule quercétine-isopropylée et une molécule de DHA. Ces deux 

molécules ne devraient pas être absorbées de la même manière que la Q-IP-DHA ; (ii) quelle 

est la concentration efficace au sein du tissu rétinien ? Si seule la Q-IP-DHA est active pour 

protéger les photorécepteurs de la dégénérescence induite par la lumière, alors la quantité 

nécessaire pour protéger les photorécepteurs devrait être de l’ordre du ng/mL compte tenue 

de la faible perméabilité de la molécule et de sa potentielle dégradation par les estérases 

sanguines et intestinales. Des études supplémentaires sont nécessaires pour comprendre le 

mécanisme d’action de protection de la Q-IP-DHA qui pourrait être médié par l’activation de 

défenses antioxydantes. 

 

Conclusion 

Dans cette étude, les molécules Q-IP-DHA et IP-DHA administrées par voie orale chez la souris 

ont démontré leur effet de protection de la fonction et de l’intégrité des photorécepteurs 

après induction de leur dégénérescence induite par la lumière de manière aigu.  

 

La Q-IP-DHA solubilisée dans le Labrafac® a permis de protéger les photorécepteurs chez la 

souris BALB/c à une dose de 100mg/kg, la formulation LNC a permis d’améliorer cette 

protection de manière significative à la même dose. L’IP-DHA solubilisé dans l’huile de soja n’a 

pas permis de protéger les photorécepteurs des souris ABCA4KO même à 100mg/kg alors 

qu’avec la formulation SNEDDS, une protection significative a été observée. Dans les deux cas, 

la formulation LNC et la formulation SNEDDS ont permis d’augmenter respectivement 

l’efficacité de la Q-IP-DHA et de l’IP-DHA. La Q-IP-DHA semble plus efficace in vivo que l’IP-

DHA, car à dose égale, en solution huileuse, la Q-IP-DHA permet d’obtenir une protection 

significative ce qui n’est pas le cas avec l’IP-DHA. De plus, avec les formulations, toujours à 

dose égale, la Q-IP-DHA permet une protection plus importante que l’IP-DHA. Cependant, 

nous ne pouvons pas déterminer de manière rigoureuse quelle est la molécule la plus efficace 

car nous les avons évaluées sur deux modèles animaux différents. 
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V. Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur un modèle de 

dégénérescence rétinienne chronique induit par un stress 

lumineux 

 

5.1 Introduction 

La dégénérescence induite par la lumière blanche nous a permis de mettre en évidence l'effet 

protecteur de l'IP-DHA après un seul gavage, et sur une courte période (90 min). Pour travailler 

dans des conditions plus proches de celles observées dans la DMLA atrophique, nous avons 

induit la dégénérescence des photorécepteurs de souris, en utilisant une faible intensité 

lumineuse sur 7 jours avec un cycle d'exposition/non-exposition de 12/12 h et sans dilatation 

de la pupille. Nous avons utilisé des souris BALB/c qui représentent un modèle de DMLA, sans 

délétion du gène Abca4 avec deux lampes différentes : lumière blanche classique et une 

lumière LED bleue à différentes intensités pour nous permettre de définir les conditions 

permettant une dégénérescence des photorécepteurs d’environ 60 - 80% sur 1 semaine. 

 

5.2 Matériel & Méthodes 

5.2.1 Mise en place d’un modèle de dégénérescence des 

photorécepteurs de façon chronique 

L’impact de la lumière utilisée a été évalué en utilisant deux types de lumière sur plusieurs 

souris BALB/c : une lumière blanche classique et une lumière LED bleue. Plusieurs intensités 

de lumière ont été testées : 700 et 1000 Lux pour déterminer l’intensité de lumière optimale 

pour dégénérer les photorécepteurs de manière significative. Les souris ont été maintenues 

sous une lumière bleue (lumière LED plein spectre 165w, dimmable, C-Disount) ou blanche à 

700 ou 1000  Lux pendant 7 jours avec un cycle lumière/obscurité de 12/12h dans une cage 

d’élevage. A la fin des 7 jours, les souris ont été placées dans l'obscurité pendant 5 jours avant 

l'analyse de leur rétine. Tout au long de l'expérience, la température ambiante était de 22°C, 

identique à celle du box d'élevage, afin d'éviter une augmentation de la température 

corporelle, qui pourrait endommager davantage la rétine. 
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5.2.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA, sur modèle de 

dégénérescence chronique 

Les souris ont été maintenues dans une cage d’élevage dans les conditions optimales (section 

5.2.1). Les souris gavées avec une dose de 100mg/kg/jour ont été divisées en trois groupes : 

(i) gavage une fois par jour (1x 100mg/kg) 1h avant l'exposition à la lumière, (ii) gavage deux 

fois par jour (2x 50mg/kg) 1h avant l'exposition à la lumière et 6h après la première 

administration, (iii) gavage trois fois par jour (3x 33mg/kg) 1h avant l'exposition à la lumière 

et 4 et 8h après la première administration. A la fin des 7 jours, les souris sont placées 5 jours 

dans l’obscurité avant analyse de leur rétine (figure 59). 

 

 

Figure 59 : Protocole d’évaluation de l’efficacité des SNEDDS-IP-DHA sur le modèle de 
dégénérescence chronique de la rétine mis en place 

 

5.2.3 Analyse de la rétine  

L’analyse de la rétine se fait par histologie et ERG, les méthodes ont été respectivement 

décrites dans le chapitre 6, partie 3.1.5 et 4.1.4 
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5.1.4 Calcul du pourcentage de l’intégrité et de la des photorécepteurs 

restant chez les souris 

Le calcul des pourcentages des couches ONL/INL et de l’amplitude des ondes a et b issues des 

analyses histologiques et d’erg est décrit dans le chapitre 6, partie 3.1.6 

 

5.1.5 Statistiques 

L’analyse statistique est identique à celle réalisée pour la voie IV décrite dans le chapitre 6 

partie 2.1.6 

 

5.3 Résultats et discussion  

5.3.1 Mise en place d’un modèle de dégénérescence des 

photorécepteurs de façon chronique 

L’objectif de la mise en place de ce modèle est de se rapprocher des conditions réelles de la 

physiopathologie en soumettant les souris à une faible intensité lumineuse sur un temps plus 

long pour obtenir une dégénérescence des photorécepteurs comprise entre 60 et 80% afin 

d’évaluer l’efficacité des composés. Pour cela, les souris BALB/c ont été soumises à une 

intensité lumineuse de 1000 Lux (lumière blanche) pendant 1 semaine avec un cycle journalier 

de 12h d’exposition à la lumière suivi de 12h d’obscurité. L’effet de la lumière blanche à 1000 

Lux sur souris a ensuite été évalué (figure 60). 

 

Figure 60 : Analyse de la fonction des photorécepteurs avec la mesure de l’amplitude de 
l’onde a (A) et de l’onde b (B) par ERG des souris BALB/c soumises à une lumière blanche de 

1000Lux pendant 1 semaine avec un cycle de 12h d'exposition à la lumière et de 12h 
d'obscurité 
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La lumière blanche à 1000 Lux pendant 1 semaine a permis de diminuer les maxima 

d’amplitude de -20% pour l’onde a et de -30% pour l’onde b, soit une baisse de seulement -

25% en moyenne de l’activité de la rétine. Cette baisse étant trop faible pour obtenir un écart 

d’amplitude de l’onde a suffisant entre les souris exposées et non exposées à la lumière. Cet 

écart doit être suffisamment grand pour pouvoir évaluer précisément l’efficacité de l’IP-DHA 

sur ce modèle. Il nous faut soit augmenter l’intensité lumineuse, soit la durée de l’exposition 

ou encore changer de lampe. 

 

Nous avons décidé de prendre une lumière LED bleue pour faire dégénérer rapidement les 

photorécepteurs. Nous avons évalué l’impact de la lumière bleue à 700 (figure 61A et B) et 

1000 Lux (figure 61C et D) sur l’activité de la rétine des souris. 

 

 

Figure 61 : Analyse de la fonction des photorécepteurs avec la mesure de l’amplitude de 
l’onde a (A) et de l’onde b (B) des souris BALB/C soumises à une lumière LED bleue de 

700Lux (A et B) et de 1000Lux (C et D) pendant 1 semaine avec un cycle de 12h d'exposition 
à la lumière et de 12h d’obscurité 

 

A 700 Lux, la lumière bleue a permis de faire diminuer l’onde a de -50% et l’onde b de -61% 

en comparaison avec les souris non exposées. La lumière bleue était donc plus efficace dans 

l’induction de la dégénérescence des photorécepteurs car elle a permis d’abaisser la fonction 
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visuelle des souris mais, une dégénérescence des photorécepteurs de -55,5% n’était toujours 

pas suffisante car il nous fallait abaisser la fonction visuelle de plus de 70%. 

A 1000 Lux, la lumière bleue, a fait diminuer les amplitudes des ondes a et b respectivement 

de 77 et 58%, soit en moyenne une baisse de fonction visuelle des souris de -67,5%. Cette 

dégénérescence correspondait à l’objectif défini. 

 

Plusieurs études ont déjà utilisé la lumière bleue pour induire la dégénérescence des 

photorécepteurs comme modèle pour les études sur la DMLA [13], et l'impact de cette lumière 

sur la DMLA a également été démontré [14,15]. Nous avons donc utilisé ce modèle avec une 

dégénérescence des photorécepteurs induite par la lumière bleue à 1000 lux sur un cycle de 

12h d’exposition et 12h dans l’obscurité, sur une durée de 1 semaine, pour évaluer l’efficacité 

des SNEDDS-IP-DHA. 

 

5.3.2 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA sur modèle de 

dégénérescence chronique par analyse ERG 

L’IP-DHA a été administré à la même dose journalière sur une semaine en faisant varier la 

fréquence d’administration. Il a été administré soit une fois par jour à 100mg/kg, soit deux 

fois par jour à 50mg/kg ou trois fois par jour à 33mg/kg avant d’évaluer l’état de la rétine des 

souris. Les résultats de l'ERG ont démontré que les véhicules SNEDDS ne protégeaient pas de 

la lumière bleue à une intensité de 1000 Lux avec 27% de photorécepteurs restant en 

comparaison avec les souris non exposées à la lumière : DA (100 %). À une dose quotidienne 

unique de 100mg/kg, le SNEDDS-IP-DHA n'a montré aucune augmentation de l'effet 

protecteur avec seulement 29% de photorécepteurs restants. En maintenant la même dose 

quotidienne, mais en administrant des doses plus faibles à des intervalles de temps plus 

courts, 2x 50mg/kg/jour et 3x 33mg/kg/jour, nous avons réussi à observer une augmentation 

significative de la protection de l'activité des photorécepteurs respectivement de +25 % et 

+22% pour l’onde a et de +25 et +26% pour l’onde b en en comparaison avec le véhicule (figure 

62 et tableau 41). 
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Figure 62 : Courbes de sensibilité rétinienne représentant l’évolution des amplitudes des 
ondes a (A) et b (B) en fonction de l’intensité lumineuse et des amplitudes maximales des 

ondes a (C) et b (D) des souris BALB/C avec administration orale de divers prétraitements et 
après un stress chronique à la lumière bleue induit par une dégénérescence rétinienne. Les 

résultats sont exprimés en moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique 
avec test de multi-comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns : non 

significatif 
 

Tableau 41 : Résultats de l’amplitude de l’onde a et b issues de l'analyse ERG en pourcentage 

 % de 

l’amplitude de 

l’onde a / DA 

% de 

l’amplitude de 

l’onde b / DA 

% gain 

(onde a) 

/ véhicule 

% gain 

(onde b) 

/ véhicule 

DA 100 100 NA NA 

SNEDDS-IP-DHA 100mg/kg 1x/j 29 46 2 11 

SNEDDS-IP-DHA 50mg/kg 2x/j 52 60 25 25 

SNEDDS-IP-DHA 33mg/kg 3x/j 49 61 22 26 

Véhicule 27 35 0 0 



Chapitre 6 : Pharmacocinétique, métabolisation et évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

193 

 

5.3.3 Evaluation de l’efficacité de l’IP-DHA, sur modèle de dégénérescence 

chronique, par analyse histologique 

Les résultats de l'ERG ont été complétés par l'analyse histologique qui a confirmé que le 

pourcentage de photorécepteurs a diminué dans la couche ONL des souris traitées de la même 

façon avec le véhicule SNEDDS et SNEDDS-IP-DHA à 1 x 100mg/kg/jour respectivement de -73 

et -75% après avoir été soumises à un stress lumineux chronique sous lumière bleue. L'analyse 

a également confirmé la protection de l'intégrité des photorécepteurs chez les souris ayant 

reçu des traitements de 2x 50mg/kg/jour et de 3x 33mg/kg/jour. Les pourcentages de 

photorécepteurs restants avec cette analyse étaient respectivement de 69% et 51%, soit un 

gain de +42% et de +30% en comparaison avec le véhicule (figure 63 et tableau 42). 

 

Les analyses avec ce modèle de dégénérescence chronique nous ont permis d'observer que la 

protection de l'IP-DHA était non seulement dose-dépendante, mais aussi fréquence-

dépendante. Le fait qu'aucune protection n'ait été observée lors d'une administration unique 

par jour à 100mg/kg confirme l’impact de la faible demi-vie de l’IP-DHA. Dégradé trop 

rapidement dans le sang et/ou dans l'œil, il n'a pas protégé efficacement la rétine pendant la 

durée de l'exposition (12h/jour). Cependant, avec une fréquence d'administration de deux ou 

trois fois par jour, une protection plus importante a été constatée, ce qui suggère que la 

quantité d'IP-DHA dans l'œil pendant la journée est restée suffisante pour protéger les 

photorécepteurs pendant toute la durée de l'exposition. Toutefois, le fait que l’administration 

de 2x 50mg/kg/jour soit plus efficace que l’administration de 3x 33mg/kg/jour suggère que à 

une dose de 33mg/kg, la concentration d’IP-DHA n’est pas suffisante pour limiter de façon 

optimale la dégénérescence des photorécepteurs. Au vu de ces résultats, il est probable 

qu'une administration plus fréquente à une dose égale ou supérieur à 50mg/kg ou une forme 

à libération prolongée soit nécessaire pour améliorer le niveau de protection. 
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Figure 63 : Rapport de l'épaisseur de l'ONL/INL de souris BALB/c avec différents 
prétraitements à partir d'une analyse histologique après une dégénérescence rétinienne 
induite par un stress chronique à la lumière bleue (A,B). . Les résultats sont exprimés en 

moyenne +/- SEM avec analyse statistique : ANOVA à sens unique avec test de multi-
comparaison de Tukey : *** p < 0,001, **** p < 0,0001, ns : non significatif 

 

 

Tableau 42 : Résultats de l’épaisseur des couches ONL/INL issues de l'analyse histologique en 
pourcentage 

 % de l’épaisseur de la couche 

ONL/INL restants / DA 

% gain (ONL/INL) 

/ véhicule 

DA 100 NA 

SNEDDS-IP-DHA 100mg/kg 1x/j 25 -2 

SNEDDS-IP-DHA 50mg/kg 2x/j 69 42 

SNEDDS-IP-DHA 33mg/kg 3x/j 57 30 

Véhicule 27 0 

 

R
at

io
 O

N
L/

IN
L 



Chapitre 6 : Pharmacocinétique, métabolisation et évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA 

195 

 

Des études antérieures ont évalué l'effet thérapeutique in vivo de différentes molécules en 

induisant une dégénérescence rétinienne par un stress lumineux chronique sous lumière 

bleue. Par exemple, la lutéine (antioxydant lipophile de la famille des caroténoïdes) 

administrée par voie orale à 25mg/kg/jour avec de l'huile de maïs a démontré son efficacité 

pour la protection des photorécepteurs pendant 30 jours, avec une exposition à la lumière de 

1,5h/jour (1500 Lux) après prétraitement sur des rats [16]. Dans une autre étude, les auteurs 

ont administré Cistanche Tubulosa (antioxydant issu d’extraits de plantes) par voie orale à des 

rats à raison de 100 mg/kg/jour pendant 74 jours et ont induit une dégénérescence avec une 

lumière bleue (150 Lux) 3h/jour pendant les 60 derniers jours et ont démontré l'effet 

protecteur de Cistanche Tubulosa in vivo [17]. Ces études ont montré que les composés 

antioxydants administrés par voie orale peuvent avoir un effet bénéfique dans le traitement 

de la DMLA. Ces résultats ne sont pas comparables avec notre étude en raison des conditions 

expérimentales différentes. Notre étude a démontré la capacité de l'IP-DHA à protéger 

partiellement la rétine pendant 12 heures. D'autres études seront menées pour optimiser les 

doses administrées et la fréquence d'administration par jour. Après avoir déterminé la forme 

pharmaceutique et le dosage idéal, il pourrait être également intéressant de mener une étude 

sur une plus longue période. 

 

Conclusion 

Dans cette étude, nous avons développé un modèle de dégénérescence chronique des 

photorécepteurs induite par lumière bleue sur des souris BALB/C afin de diminuer la fonction 

visuelle des souris de 67,5%. L’effet protecteur de l’IP-DHA formulé avec les SNEDDS a pu être 

évalué sur la fonction et l’intégrité des photorécepteurs de ces souris avec ce modèle. Il a ainsi 

été mis en évidence qu’une fréquence d’administration de l’IP-DHA plus élevée mais avec des 

doses plus faibles permettait de protéger plus efficacement les photorécepteurs des souris. 
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VI.  onclusion sur l’évaluation de l’efficacité de l’IP-DHA et de la 

Q-IP-DHA 

 

L’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans différentes formulations (micelles, LNC et 

SNEDDS) a été évaluée pour la voie IV et orale sur souris ABCA4KO et BALB/c (tableau 43). 

 

Tableau 43 : Résumé de l'efficacité de l'IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans les différents modèles 

Composé administré / 

formulation 

Dose 

administrée 

(mg/kg) 

% d’activité des 

photorécepteurs 

% d’Intégrité  

des  

photorécepteurs 

% de photorécepteurs 

restants en moyenne 

(fonction et intégrité) 
Onde a Onde b 

Voie IV – modèle de dégénérescence aigu – souris ABCA4KO 

M-Q-IP-DHA 30 81 ± 9 89 ± 6 67 ± 8 76 

Voie Orale – modèle de dégénérescence aigu – souris ABCA4KO 

 

SNEDDS-IP-DHA 

 

100 76 ± 7 82 ± 9 73 ± 8 77 

50 55 ± 5 62 ± 6 54 ± 7 57 

17 54 ± 8 57 ± 7 36 ± 7 49 

IP-DHA - huile de soja 100 42 ± 6 39 ± 6 33 ± 5 38 

Voie Orale – modèle de dégénérescence aigu – souris BALB/c 

 

LNC-Q-IP-DHA 

 

100 102 ± 5 107 ± 4 92 ± 7 100 

75 90 ± 4 98 ± 2 74 ± 2 87 

50 51 ± 8 62 ± 7 42 ± 1 52 

Q-IP-DHA - Labrafac® 100 67 ± 6 73 ± 8 61 ± 4 67 

50 39 ± 8 40 ± 8 37 ± 1 39 

Voie Orale – modèle de dégénérescence chronique – souris BALB/c 

 

SNEDDS-IP-DHA 

100 1x/jour 29 ± 3 46 ± 4 25 ± 5 33 

50 2x/jour 52 ± 2 60 ± 2 69 ± 6 60 

33 3x/jour 49 ± 4 61 ± 7 57 ± 6 56 

 

Durant ces études expérimentales in vivo, les formulations développées ont démontré leur 

capacité à améliorer l’efficacité de ces SA lipophénoliques par rapport à la référence faite avec 

une solution huileuse. Sur modèle animal ABCA4KO ou BALB/c, par voie IV et orale, après avoir 
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induit une dégénérescence des photorécepteurs pas un stress lumineux aigu et chronique 

(lumière bleue ou blanche), ces deux molécules ont montré leur capacité à maintenir 

partiellement l’activité et à protéger l’intégrité et la fonction des photorécepteurs. Ces 

résultats prometteurs nous encouragent à poursuivre le développement de ces molécules. 
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La durée de vie de la population mondiale ne cesse d'augmenter et les pathologies liées au 

vieillissement augmentent avec elle. La dégénérescence maculaire liée à l'âge (DMLA) est une 

maladie oculaire fréquente débutant vers l’âge de 60 ans, qui représente un enjeu sanitaire 

majeur pour les années à venir. La DMLA touche plus de 196 millions de personnes en 2020 

et touchera 288 millions en prévision en 2040 [1]. Cette pathologie neurodégénérative affecte 

les cellules photoréceptrices par la production entre autres d'un rétinoïde cytotoxique (A2E), 

et par l'accumulation de lipofuscine. Le mécanisme physiopathologique de cette 

dégénérescence est causé par un double stress carbonylé et oxydant. Ce mécanisme est 

également impliqué dans les dystrophies maculaires héréditaires, comme la maladie de 

Stargardt dont la prévalence est de 1/10000 [2]. Actuellement, il n'existe aucun traitement sur 

le marché pour traiter ou prévenir ces maladies. Les recherches scientifiques actuelles portent 

sur de nombreux axes de recherche différents tels que le développement de molécules 

pharmacologiques, la thérapie génique, la thérapie cellulaire et les thérapies au laser. 

 

Dans ce contexte, l'équipe du SLB de l’IBBM a développé des dérivés lipophénoliques capables 

d'agir contre le stress carbonylé et oxydant (COS) afin de limiter la dégénérescence des 

photorécepteurs de la macula : le phloroglucinol-Oispoproyl-ODHA (IP-DHA) et la quercétine-

7-Oisopropyl-3-ODHA (Q-IP-DHA). La molécule LEAD (IP-DHA) avait déjà démontré in vitro un 

effet protecteur contre le stress carbonylé, un effet contre le stress oxydant plus faible et 

l'absence de toxicité pour les cellules rétiniennes [3]. Après administration IV, l’IP-DHA avait 

démontré une efficacité pour protéger la dégénérescence des photorécepteurs sur des souris 

modèles de la maladie de Stargardt (ABCA4KO) validant ainsi une première preuve de concept 

in vivo [4]. La molécule backup-LEAD (Q-IP-DHA) quant à elle, avait démontré in vitro une 

activité intéressante à la fois contre le stress oxydant et carbonylé mais son efficacité in vivo 

n’a pas été évaluée. Ces molécules présentant des solubilités très limitées dans l’eau, cela 

rendait difficile leur administration par voie IV et limitait leur biodisponibilité par voie orale.  

 

L’objectif principal de ces travaux de thèse était de développer des formulations pour ces 

molécules lipophénoliques afin de valider une protection par voie orale contre la DMLA 

atrophie et la maladie de Stargardt. Pour cela, une formulation orale a été développée pour 

la molécule LEAD, afin de pouvoir l’administrer chez l’animal et évaluer son efficacité. Le 
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second objectif était d’avancer sur le développement de la molécule backup-LEAD : proposer 

une formulation IV de la Q-IP-DHA, pour l’administrer chez l’animal et obtenir une preuve de 

concept in vivo comme cela a été précédemment réalisé pour l’IP-DHA. Les résultats in vivo 

prometteurs nous ont également permis de travailler sur la formulation orale pour évaluer 

l’efficacité de la molécule. 

 

Dans un premier temps, l’étude des caractéristiques physico-chimiques de ces lipophénols a 

mis en avant leur caractère lipophile (Log P > 5) et leur faible solubilité aqueuse. L’analyse 

biopharmaceutique a révélé la faible perméabilité in vitro à travers les entérocytes (Caco-2) 

des deux actifs et que l’IP-DHA était rapidement métabolisé in vitro par les cellules hépatiques 

humaines (T1/2 = 10min) contrairement à la Q-IP-DHA (T1/2 > 60min). Suite à ces analyses, ces 

deux molécules ont donc été classées BCS classe IV (faiblement soluble et faiblement 

perméable). Ce type de molécule représente actuellement 5% des médicaments sur le marché 

[5], le développement galénique de ces molécules est un enjeu important en raison de leurs 

caractéristiques défavorables qui limitent fortement leur biodisponibilité par voie orale. 

 

Afin de garantir une biodisponibilité suffisante par voie orale, l’IP-DHA a été formulé avec des 

formulations lipidiques SNEDDS composées de triglycérides, de surfactants lipophiles et 

hydrophiles. Lorsque ces SNEDDS entrent en contact avec le milieu aqueux du TGI, elles 

forment des nanoémulsions de 62nm chargés à 30mg/mL en IP-DHA. Ce taux de chargement 

est satisfaisant pour pouvoir évaluer l’efficacité des molécules à des doses élevées in vivo. Les 

analyses in vitro de ces formulations ont démontré que les SNEDDS permettaient d’améliorer 

la solubilité de l’IP-DHA en milieu aqueux et de limiter sa dégradation par les enzymes 

intestinales. De plus, une partie de la dégradation de l’IP-DHA par le foie pourrait être limitée 

car la molécule possède un log P élevé et une bonne solubilité dans les triglycérides, ce qui 

améliorerait son passage lymphatique et éviterait en partie l’effet de premier passage 

hépatique.  

 

Concernant la Q-IP-DHA, elle a d’abord été formulée pour la voie IV grâce à une formulation 

micellaire à base de Kolliphor® HS 15. La caractérisation de cette formulation a démontré un 

taux de chargement de 6mg/mL en Q-IP-DHA permettait d’obtenir des micelles 
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monodisperses de 16nm.  Ce taux de chargement garantit de pouvoir administrer des doses 

de 30mg/kg par voie IV chez la souris (dose utilisée pour la preuve de concept de l’IP-DHA) 

sans risque de précipitation de l’actif après injection dans le sang. Pour la voie orale, une 

formulation LNC de taille de 25nm a été optimisée pour pouvoir charger 3,24% de Q-IP-DHA. 

Les LNC ont l’avantage d’être stables en milieu gastro-intestinal, diffusent à travers le mucus 

intestinal et sont absorbées par transcytose à travers les entérocytes tout en gardant leur 

intégrité [6]. Ces formulations devraient donc permettre d’améliorer la biodisponibilité des SA 

de BCS classe IV. 

 

L’identification et la quantification des métabolites issus de l’IP-DHA, a conduit à identifier 

plusieurs étapes de métabolisation. Dans un premier temps, le clivage de la fonction ester de 

l’IP-DHA par les estérases sanguines principalement a conduit à la libération du DHA et du 

phloroglucinol-isopropylé et ensuite, dans un second temps une β-oxydation du DHA 

conduisant à la formation d’un nouveau métabolite lipidique. Cette analyse a mis en avant la 

métabolisation rapide de l’IP-DHA dans le sang. 

 

L’efficacité de ces lipophénols a été évaluée in vivo, en administrant les molécules par voie IV 

et orale, puis en induisant la dégénérescence des photorécepteurs avec un stress lumineux 

aigu avec une intensité de lumière blanche forte (20 000 Lux) sur un temps court (1h 30). Par 

voie IV, solubilisée dans des micelles, la Q-IP-DHA à 30mg/kg a montré une efficacité de ≈76% 

sur la protection des photorécepteurs sur des souris ABCA4KO. Par voie orale, les LNC-Q-IP-

DHA administrées à 100mg/kg ont présenté une efficacité de ≈100% sur des souris BALB/c et 

les SNEDDS-IP-DHA de ≈77% dans la protection de l’intégrité et de la fonction des 

photorécepteurs sur des souris ABCA4KO. Dans les deux cas, l’augmentation de la 

biodisponibilité a été indirectement mise en avant, car les formulations ont permis 

d’augmenter l’efficacité des actifs respectivement de +39% et de +33% pour l’IP-DHA et la Q-

IP-DHA en comparaison des actifs administrés en solution huileuse à dose égale (100mg/kg). 

Cependant les résultats d’efficacité ne sont pas comparables car ils ont été réalisés sur des 

modèles animaux différents. Les souris ABCA4KO étaient utilisées comme modèle de la 

maladie de Stargardt pour évaluer l’efficacité des composés, cependant au fil du temps et des 

générations successives de souris, la dégénérescence rétinienne induite par la lumière était 



Conclusion générale 

 

203 

 

de moins en moins efficace, rendant le modèle inutilisable. Pour pallier ce problème, nous 

avons été contraints de choisir un autre modèle animal. Après des recherches 

bibliographiques et plusieurs tests préliminaires, les souris BALB/c se sont révélées être une 

bonne alternative car elles sont sensibles à la lumière et ne présentent pas la délation du gène 

Abca4, ce qui en fait un bon modèle pour la pathologie de la DMLA. 

 

Pour se rapprocher des conditions physiopathologiques de la DMLA, un modèle de 

dégénérescence des photorécepteurs des souris avec une intensité de lumière bleue faible 

(1000 Lux) sur un temps plus long (7 jours) a été validé. Les SNEDDS-IP-DHA administrés par 

voie orale ont permis de protéger en partie l’activité et l’intégrité des photorécepteurs 

respectivement de 60% et de 56% en étant administrés deux fois par jour à 50mg/kg et trois 

fois par jour à 33mg/kg sur 1 semaine. Cette analyse a mis en avant l’importance de la 

fréquence d’administration sur l’efficacité de l’IP-DHA.  

 

En conclusion, une formulation micellaire pour la voie IV et deux formulations orales SNEDDS 

et LNC ont été développées, optimisées et caractérisées pour pouvoir évaluer l’efficacité de 

deux nouveaux lipophénols BCS classe IV. Les deux lipophénols se sont montrés efficaces pour 

protéger les photorécepteurs des souris après une administration IV et orale, malgré la 

métabolisation de la molécule LEAD. Le potentiel de ces deux molécules avec un traitement 

par voie orale pour limiter la progression de la DMLA atrophique et la maladie de Stargardt a 

donc été validé en phase préclinique. 

 

Ces résultats sont prometteurs et encourageants pour continuer le développement de ces 

candidats médicament ; cependant, des analyses supplémentaires sont nécessaires pour 

améliorer les connaissances notamment sur le mécanisme d’action des lipophénols. Le 

premier mécanisme d’action mis en évidence est le piégeage direct ou indirect par les 

lipophénols des réactifs aldéhydiques à l’origine de la formation des bis-rétinoïdes 

cytotoxiques limitant ainsi le stress carbonylé induit notamment par un excès de tout trans-

rétinal. Le second mécanisme d’action potentiel est l’activation de systèmes de défenses 

enzymatiques antioxydants médiée par la voie Nrf2. Des études préliminaires ont été 

effectuées à l’INM de qRT-PCR sur cellules ARPE-19 pour évaluer l’expression génique de 
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gènes impliqués dans l’inflammation, le stress oxydant, les mécanismes de cycle cellulaire et 

de métabolisme lipidique ainsi que des études western-blot pour évaluer l’expression de 

protéines antioxydantes induites par la voie Nrf2 modulée par l’IP-DHA. Ces études montrent 

que l’IP-DHA pourrait diminuer la toxicité induite par le tout trans-rétinal en modulant certains 

gènes liés au stress oxydant (Hmox1, Chac1, Cth, Gclm, Atf3) et ceux liés à l’inflammation (Il6, 

Tnfsf9, Nfil3, Cxcl3, P2rx6) et en augmentant l’expression de protéines 

antioxydantes majeures de la voie Nrf2 : l’hème oxygénase (HO-1), la superoxyde Dismutase 

(SOD) et la glutathion-S-transférase Pi (GSTP1). Ces résultats restent à confirmer en 

augmentant le nombre d’expérimentation. 

 

Comme nous l’avons démontré, la molécule LEAD est fortement métabolisée et les études sur 

les mécanismes d’action mis en avant in vitro doivent être validées in vivo. En effet, on ne sait 

pas si l’effet protecteur observé provient de la molécule active (IP-DHA), de ses métabolites 

ou d’un effet synergique de l’IP-DHA et de ses métabolites. La quantification des lipophénols 

et de leurs métabolites au niveau de la rétine et de l’EPR au cours du temps après une 

administration IV et orale nous donnerait des indications sur les molécules qui pénètrent 

jusqu’au site d’action et à quelle concentration. L’étude comparative de l’efficacité de l’IP-

DHA et du DHA après administration orale chez la souris a montré que le DHA n’a pas d’effet 

protecteur à 100mg/kg [4], ce qui met en avant l’avantage de l’utilisation de l’IP-DHA. En ce 

qui concerne la molécule backup-LEAD (Q-IP-DHA), elle présente trois avantages majeurs en 

comparaison avec l’IP-DHA : une faible métabolisation hépatique, une activité contre la photo-

oxydation de l’A2E et antioxydante plus importante. Ces caractéristiques pourraient faire de 

la Q-IP-DHA une molécule plus efficace que l’IP-DHA. Il semblerait que les résultats d’efficacité 

in vivo tendent en ce sens mais pour confirmer cette hypothèse, une étude comparative de 

l’efficacité de l’IP-DHA et de la Q-IP-DHA dans les mêmes conditions sera nécessaire. Dans 

l’idéal, il faudrait également pouvoir évaluer sa métabolisation par les estérases intestinales 

et sanguines et sa capacité à moduler l’expression des gènes impliqués dans le stress oxydant 

et l’inflammation et des protéines impliquées dans la voie Nrf2, pour pouvoir la comparer à la 

molécule LEAD. 
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Une des principales analyses à effectuer dans un futur proche serait l’évaluation de la toxicité 

de ces lipophénols sur l’ensemble de l’organisme. Les études in vivo ont mis en avant 

l’importance d’administrer des doses élevées pour pouvoir être efficace, or après une 

administration IV ou orale, l’ensemble des tissus de l’organisme devrait être exposé à ces 

lipophénols. Il est donc important d’évaluer la toxicité de ces molécules afin de pouvoir 

évaluer la balance bénéfice/risque. Comme ces lipophénols visent à ralentir la progression de 

ces pathologies chroniques, il serait important d’évaluer leur toxicité sur des administrations 

répétées sur un temps long (toxicité chronique). 

 

Il serait également intéressant de mieux connaitre les mécanismes d’absorption afin 

d’éventuellement moduler la composition des formulations en fonction de l’importance des 

rôles des excipients dans le processus d’absorption en mettant en place des études de 

perméabilité comparatives sur des modèles de cellules intestinales Caco-2. 

 

D’autres perspectives sont également envisagées pour développer une formulation à 

libération prolongée pour la voie orale. En effet, comme nous avons démontré l’importance 

de la fréquence d’administration pour que l’IP-DHA soit efficace, une forme à libération 

prolongée permettrait de diminuer cette fréquence d’administration tout en maintenant 

l’efficacité de l’IP-DHA sur la journée. Un autre point envisagé est de développer des 

formulations pour une instillation topique. Au laboratoire, nous avons commencé à étudier le 

développement de nanoformulations telles que les liposomes avec divers phospholipides et 

diverses méthodes de fabrication (injection éthanolique, hydratation). Une incompatibilité 

chimique entre l’IP-DHA et les phospholipides conduisant à la formation d’agrégats dans l’eau, 

nous a contraint à abandonner le développement de cette formulation. Cependant, d’autres 

nanoformulations peuvent être administrées par voie topique en modifiant leur surface 

(chitosan, poloxamer, ...) afin d’améliorer le ciblage de la rétine neurale.   

 

Toutes ces approches pourront être envisagées et promettent encore des futures recherches 

passionnantes au sein de notre équipe dans l’objectif de proposer un traitement pour ces 

pathologies. 
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Formulations de dérivés lipophénoliques, évaluation in vitro et in vivo de leur efficacité contre la 

dégénérescence maculaire 

 

La dégénérescence maculaire liée à l'âge est une pathologie neurodégénérative affectant les cellules 

photoréceptrices par la production d'un rétinoïde cytotoxique (A2E) liée à l'accumulation de 

lipofuscine. Ce mécanisme est également impliqué dans les dystrophies maculaires héréditaires, 

comme la maladie de Stargardt, par un double stress carbonylé et oxydant. Des dérivés 

lipophénoliques (IP-DHA et Q-IP-DHA) capables d'agir contre le stress carbonylé et oxydant ont été 

synthétisés afin de limiter la dégénérescence des photorécepteurs de la macula. Des résultats 

prometteurs ont été obtenus in vivo après administration de l’IP-DHA à 30mg/kg par voie intraveineuse 

en induisant la dégénérescence des photorécepteurs par un stress lumineux aigu. L’objectif de ces 

travaux de thèse est d’évaluer les caractéristiques physico-chimiques et biopharmaceutiques de ces 

lipophénols afin de proposer des formulations intraveineuse et orale adaptées pour pouvoir évaluer 

leur efficacité sur des modèles animaux. La caractérisation de ces lipophénols révèle que ces molécules 

sont de BCS classe IV (faiblement soluble, faiblement perméable). Ainsi, une formulation micellaire 

améliorant la solubilité de la Q-IP-DHA et garantissant que l’actif ne précipite pas après injection 

intraveineuse a été développée avec succès ; cette formulation a permis d’obtenir une protection de 

l’activité et de l’intégrité des photorécepteurs de 76% à une dose de 30mg/kg chez la souris. Pour la 

voie orale, une formulation auto-nanoémulsifiante (SNEDDS), stable à la dilution, a permis d’améliorer 

la solubilité et la stabilité de l’IP-DHA dans le tractus gastro-intestinal. Une seconde formulation orale 

de nanocapsules lipidique a été optimisée pour la Q-IP-DHA permettant un taux de chargement et un 

pourcentage d’encapsulation élevé. In vivo, ces deux formulations administrées par voie orale à 

100mg/kg, permettent de limiter la dégénérescence de photorécepteurs des souris de 77% pour l’IP-

DHA et de 100% pour la Q-IP-DHA après avoir induit leur dégénérescence par un stress lumineux aigu. 

Après mise au point d’un modèle chronique de dégénérescence des photorécepteurs des souris, la 

protection de l’IP-DHA sous formulation SNEDDS administrée par voie orale 2 fois par jour à 50mg/kg 

et 3 fois par jour à 33mg/kg a mis en avant sa capacité de protéger respectivement de 60% et 56% les 

photorécepteurs des souris sur 1 semaine. En conclusion, les formulations développées permettent la 

délivrance intraveineuse et orale de lipophénols et mettent en avant leur capacité à protéger les 

photorécepteurs de différents modèles animaux, montrant ainsi leur potentiel dans le développement 

de traitements de la dégénérescence maculaire et de la maladie de Stargardt. 

 

Mots clés : dégénérescence maculaire, lipophénols, administration orale, administration intraveineuse 

nanoformulation, système auto-nanoémulsifiant, nanocapsule lipidique, solution micellaire 


