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Sommaire 

Les promédicaments amphiphiles du 3-azido-31-désoxythymidine 
(AZT) ont préalablement été synthétisés dans le but d'augmenter l'activité 
antivirale et d'améliorer la biodisponibilité de la molécule mère dans le sang. 
Bien que plusieurs de ces promédicaments ont déjà été incorporés dans des 
formulations de liposomes, leur stabilité dans le plasma ainsi que leur 
potentiel hapténique restent encore à déterminer. Dans ce mémoire on 
décrit: a) la synthèse, la caractérisation ainsi que la rétention d'une série 
d'esters aliphatiques d'AZT (Cu-CIO (laurate d'AZT, myristate d'AZT, 
palmitate d'AZT et stéarate d'AZT) dont la synthèse a déjà été publiée par 
Kawaguchi et al. (J. Pharm. Sci., 79, 531-33, 1990) (chapitre I), b) la 
synthèse du [3E11-palmitate d'AZT, son incorporation, sa rétention ainsi que 
sa libération induite par le plasma à partir des porteurs liposomaux (chapitre 
II) et c) la capacité du palmitate d'AZT d'agir comme un haptène suite à son 
encapsulation dans les liposomes (chapitre Ill). 

Les caractéristiques des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG et 
contenant l'ester de l'AZT étaient différentes pour les quatre sortes de 
promédicaments suite à une incubation dans du PBS à 4, 22 ou 37°C. Les 
liposomes avaient un potentiel Ç négatif variant entre (-8,91 et -10,23). Une 
meilleure rétention pour le palmitate d'AZT ainsi que pour le laurate d'AZT a 
été observée, et ce, aux trois différentes températures. De même, une 
augmentation du taux de libération, en allant de 4 à 37°C, était observable 
dans ces deux formulations, due à l'augmentation de la fluidité membranaire 
qui induit une augmentation de la libération des promédicaments à travers 
les bicouches phospholipidiques suite à une élévation de la température. 

L'incorporation liposomale du [311]-palmitate d'AZT a été améliorée 
lors de l'utilisation d'une chaîne de palmitate lipophile. D'une part la rétention 
du palmitate d'AZT dans les liposomes en présence de PBS est excellente 
avec 5 à 10% de perte sur une période d'incubation de 24 heures. D'autre 
part, l'incubation du [31-1]-palmitate d'AZT liposomal dans le plasma résulte en 
une libération significative avec le temps. Des injections répétées de 
liposomes contenant le palmitate d'AZT résulte en une induction d'anticorps 
du type 1gM et IgG chez les souris. L'absence d'une réponse immunitaire 
contre l'AZT non estérifié incorporé dans les liposomes montre que la 
molécule est présentée sur la surface des liposomes plutôt qu'a l'intérieur de 
ceux-ci. 
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0.1 Les liposomes 
Les liposomes sont des vésicules microscopiques ayant une taille 

variant entre 10 nnn et 20 µm. Ils sont composés d'une ou de plusieurs 

bicouches lipidiques emprisonnant des compartiments aqueux (Figure 0.1). 

La confrontation des lipides polaires (... phospholipides) non hydrosolubles 

avec le milieu aqueux donne lieu à un assemblage hautement organisé qui, 

à cause d'une entropie non favorable, est arrangé dans un système de 

membranes concentriques fermées. Chacune de ces membranes représente 

un feuillet bimoléculaire intact de molécules lipidiques, séparé par les 

membranes avoisinantes par un milieu aqueux. 

Figure 0.1: Illustration d'un liposome montrant une bicouche phospholipidique 
unilamellaire ainsi qu'un centre aqueux (©1996 Collaborative laboratories Inc.).  

0.1.1 Formation des liposomes 
En 1963, Bangham était le premier à décrire les liposomes [1]. Afin de 

comprendre la raison de formation de ces vésicules, lorsque les 

phospholipides sont hydratés, des caractéristiques phospholipidiques se 

trouvent à être nécessaires. Les phospholipides sont des molécules 

amphiphiles; ils possèdent une tête hydrophile et une queue hydrophobe. La 

queue hydrophobe est composée de deux chaînes d'acide gras contenant 

chacune 10-24 atomes de carbone ainsi que 0-6 double liaisons. La tête 
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polaire de la molécule est composée d'un acide phosphorique lié à une 

molécule hydrophile. 

Lorsque les phospholipides sont exposés à l'eau, les queues d'acide 

gras s'alignent entre elles excluant ainsi l'eau du domaine hydrophobe 

(Figure 0.2). Quant aux groupements polaires, ils s'orientent vers le milieu 

aqueux menant ainsi à la formation d'une bicouche. La grande différence 

d'énergie libre entre l'environnement aqueux et hydrophobe favorise la 

formation d'une double-couche afin d'atteindre le plus bas niveau d'énergie 

[2]. 

Figure 0.2: Orientation des phospholipides en présence d'un milieu aqueux, où les 
chaînes d'acide gras sont dirigés vers l'intérieur de la membrane, et les têtes polaires vers 
l'extérieur. Les groupes hydrophiles d'une des deux couches membranaires sont ainsi 
dirigés vers l'extérieur du liposome, tandis que les groupes hydrophobes sont dirigés vers 
l'intérieur de la double couche. 

Dépendamment du nombre de double-couches formées et de la taille 

des vésicules, les liposomes sont classés en petites vésicules unilamellaires 

(SUV, 0-100nm); en larges vésicules unilamellaires (LUV, 100-1000nm) et 

en vésicules multilamellaires (MLV, plusieurs bicouches 100nm-20µ.m) [3]. 

Bien que les phospholipides seuls soient suffisants pour la formation 

des liposomes, quelques propriétés de ces derniers peuvent être améliorées 

par une incorporation de molécules liposolubles dans la structure liposomale. 

La stabilité des bicouches phospholipidiques (en terme de rigidité et de 

perméabilité) peut être modifiée par une inclusion d'un stérol ou par une 

incorporation de molécules amphiphiles chargées. Ceci peut, non seulement 
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rendre la surface liposomale positivement ou négativement chargée, mais 

peut aussi augmenter la distance, par conséquent le volume aqueux, entre 

les bicouches [3]. 

Les liposomes possèdent un vaste domaine d'applications 

thérapeutiques. Une large gamme de composés peut être encapsulée dans 

les liposomes, incluant les petites molécules, les protéines ainsi que les 

acides nucléïques. Les applications thérapeutiques des liposomes ont 

abondamment été décrites dans la littérature [4-9]. Dans les sciences 

médicales, les trois domaines présentement exploités (utilisant les liposomes 

comme vésicules de transport) sont: le transport des médicaments, le 

transfert génétique et la potentialisation immunitaire. 

Les liposomes sont des systèmes attrayants dans le milieu 

pharmaceutique car: 

• Ils sont formés de composants naturels et biodégradables et possèdent 

une faible toxicité systémique. 

• Ils peuvent incorporer des médicaments hydrophobes et hydrophiles. 

• Ils peuvent être utilisés comme transporteurs de médicaments pour une 

libération soutenue ou contrôlée. 

• Ils peuvent aussi être utilisés dans le transport ciblé des médicaments. 

0.1.2 L'incorporation des médicaments dans les liposomes 

Une large gamme de médicaments peut être encapsulée dans les 

liposomes. L'encapsulation est représentée ici soit par une incorporation des 

substances lipophiles dans la bicouche lipidique, soit par une incorporation 

des substances hydrosolubles dans les régions aqueuses du système. Les 

macromolécules ayant une tête hydrophile et une queue hydrophobe 

peuvent donc occuper à la fois la région aqueuse et lipidique des liposomes. 

La capacité d'incorporer des médicaments dans les liposomes dépend non 



5 

seulement des caractéristiques liposomales mais aussi des propriétés 

physico-chimiques des médicaments. Les médicaments polaires et non 

polaires s'associent aux liposomes de différentes manières [10, 11]. Les 

molécules polaires comme le 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT), un 

médicament utilisé contre le virus d'immunodéficience humaine, sont 

retenues ou encapsulées dans la région aqueuse interne des liposomes et 

sont libérées lorsque la membrane liposomale est perforée [12-14]. Quant 

aux molécules non polaires, elles s'associent à la membrane des vésicules 

et restent associées aux liposomes jusqu'à rupture au niveau de la structure 

membranaire [15-17]. 

La manière classique de préparer les liposomes implique la 

dissolution de concentrations appropriées de phospholipides dans un solvant 

organique, l'évaporation de celui-ci et l'hydratation de la couche lipidique 

sèche avec un tampon aqueux approprié. Ceci mène à la formation de 

liposomes multilamellaires de taille variée. Pour l'incorporation, les 

substances hydrophobes solubles dans les solvants organiques peuvent être 

mélangées avec les lipides à l'étape initiale de la procédure et finir comme 

composants de la structure membranaire dans l'étape finale. Par ailleurs, les 

substances hydrosolubles ajoutées à la solution utilisée à l'étape de 

l'hydratation des couches lipidiques sèches, seront localisées dans le milieu 

aqueux, à l'intérieur des liposomes. La sonication des liposomes 

multilamellaires suite à leur préparation va mener à la formation de vésicules 

plus petites de taille [18] . La séparation des substances incorporées dans 

les liposomes des substances libres peut être achevée par des méthodes 

variées, dépendamment des caractéristiques physiques (exemple taille, 

charge, etc.) des liposomes ainsi que des solutés. Les substances de faible 

masse moléculaire non incorporées dans les liposomes sont éliminées de 

préférence par dialyse puisque par cette méthode, le nombre de liposomes 

ainsi que le volume final de la préparation sont conservés [19]. La 

centrifugation peut être utilisée pour les préparations contenant des 
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liposomes de grande taille bien que par cette méthode, il est possible de 

perdre dans le surnageant les structures les plus petites [19]. Pour les 

liposomes au-dessous d'une certaine taille, le matériel non-incorporé peut 

être éliminé par chromatographie d'exclusion de taille. Toutefois, une 

certaine portion de la préparation peut être partiellement adsorbée dans la 

colonne [19]. 

0.1.3 Problèmes associés au ciblage des liposomes in vivo 

Comparés aux espaces intercellulaires de l'endothélium présents 

dans le corps, les liposomes sont de taille volumineuse. Même les plus 

petites vésicules unilamellaires ont un diamètre de 25-50 nm, tandis que les 

liposomes de grande taille varient autour de 1-10 pm en diamètre [3]. 

L'architecture de la circulation ne permet pas le déplacement de ces grosses 

vésicules à plusieurs endroits dans le corps. Ainsi, les liposomes de grande 

taille (> 250 nm) ont tendance à quitter la circulation seulement dans les 

endroits où l'endothélium est ouvert ou perforé, comme c'est le cas dans les 

sinusoïdes du foie et de la rate [20]. Les particules liposomales de plus petite 

taille peuvent quitter la circulation à plusieurs endroits, à travers plusieurs 

perforations. 

Le ciblage des liposomes peut alors prendre place seulement dans 

certains compartiments du corps (exemple le foie, la rate, le sang, les 

organes lymphoïdes et la moelle osseuse) permettant la circulation de 

particules aussi larges que les liposomes. Les autres sites comme le cerveau 

et les muscles squelettiques sont probablement inaccessibles au transport 

médicamenteux des liposomes. 

0.1.4 Comparaison entre le comportement des liposomes et celui des 
particules étrangères in vivo 
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Le devenir des liposomes in vivo est semblable à celui des particules 

étrangères se trouvant dans le corps. Les liposomes concentrent les 

médicaments dans le système réticuloendothélial (SRE), les monocytes 

sanguins et les macrophages [20]. Ils ont la capacité de réduire l'apport de 

médicaments vers le cœur, le rein et le tractus gastrointestinal. Ces 

vésicules lipidiques restent dans la circulation et peuvent la quitter pour se 

diriger vers des sites spécialisés, où l'endothélium est désorganisé par une 

nécrose ou une inflammation [21]. Les liposomes dépendent des cellules du 

système phagocitaire qui débarrasse le sang des bactéries, des virus, des 

débris cellulaires ainsi que d'autres particules étrangères [22]. Le devenir 

des liposomes est comparable à celui des substances colloïdales étrangères 

qui sont rapidement déplacées du flot sanguin par les phagocytes 

mononucléés, particulièrement les macrophages et les cellules de Kupffer 

présentes dans le foie. La clairance des colloïdes peut aussi impliquer les 

opsonines qui sont des facteurs circulants dans le serum [23]. Les opsonines 

aident les macrophages à trier les particules étrangères incluant les 

liposomes. Les opsonines peuvent être spécifiques ou non spécifiques. Par 

exemple, les particules immunogènes comme les bactéries et les virus, 

induisent la production d'anticorps spécifiques. Ces molécules d'anticorps 

peuvent se lier aux particules virales et bactériennes et induire leur clairance 

du flot sanguin via leur interaction avec les récepteurs Fc des macrophages 

[23]. Quant aux particules non immunogènes, comme les débris et certains 

colloïdes inertes, elles interagissent avec des opsonines non spécifiques 

retrouvées dans le serum et ces substances favorisent l'élimination des 

particules étrangères présentes. 

0.1.5 La toxicité associée aux liposomes 

la toxicité associée à l'administration des liposomes peut être induite 

de plusieurs façons. Premièrement, des réactions indésirables causées par 

certaines caractéristiques liposomales peuvent avoir lieu (exemple la taille: 
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les liposomes, dont la taille n'est pas réduite aux ultrasons, peuvent bloquer 

les capillaires au niveau des poumons). Deuxièmement, certains 

composants lipidiques des liposomes peuvent être toxiques soit d'une 

manière directe ou soit par induction de changements métaboliques. Les 

liposomes constitués de phosphatidylcholine d'oeuf ont la capacité d'inhiber 

l'activation des lymphocytes par une réduction des niveaux de cholestérol 

cellulaire [24]. Une toxicité directe in vivo sous forme de crises épileptiques 

ou de nécroses du tissu cérébral a été observée [25]. Un troixième type de 

toxicité peut être induit par une modification de la distribution du médicament 

liposomal causant l'apparition d'un nouvel effet du médicament [26]. 

L'administration d'une enzyme étrangère dans les liposomes, lors d'une 

thérapie de remplacement enzymatique de certains désordres métaboliques 

héréditaires, induit une production d'anticorps beaucoup plus élevée que 

celle observée lors d'une administration de l'enzyme libre [26]. Alors, le 

traitement des patients "immunisés" avec les préparations liposomales dans 

lesquelles l'enzyme étrangère est libérée des liposomes suite à une injection, 

déclenche la production de réactions d'hypersensibilité pouvant être fatales à 

ce niveau [26]. 

0.1.6 Les liposomes comme transporteurs de médicaments 

Bien que les liposomes soient biodégradables [27], ils ont la capacité 

de protéger les médicaments contre l'activité biodégradante des enzymes 

[28] et réduire simultanément la toxicité associée à ces médicaments (ex. 

doxorubicine [29] et amphotéricine B [30]). Les limitations imposées par 

l'incorporation de promédicaments lipophiles dans les bicouches des 

liposomes (ex. libération rapide des promédicaments lipophiles à partir des 

liposomes à 37°C) [31] a poussé la recherche vers un nouveau moyen de 

transport de médicaments tel celui des émulsions lipidiques. Les émulsions 

de phospholipides-triglycérides (lntralipid®) ont été largement utilisées dans 

le domaine de la nutrition parentérale [32, 33] et ont été évaluées comme 
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transporteurs pour une large gamme de médicaments [34-38]. Depuis 1970, 

les liposomes ont largement été étudiés comme modèles pour les 

membranes biologiques [39] et comme transporteurs pour plusieurs 

substances incluant les enzymes [26], les agents chélatants [40], les 

antibiotiques [41], les hormones [42], les protéines [43] et les antigènes [44]. 

L'encapsulation de médicaments dans les liposomes leur donne l'avantage 

d'augmenter leur efficacité et de diminuer leur toxicité. Ainsi leur index 

thérapeutique peut être augmenté de différentes façons [45]. Lorsqu'une 

molécule de médicament est fermement associèe à un liposome, le 

caractère colloïdal de ce dernier réduit la libération du médicament, réduisant 

ainsi la neurotoxicité de certains médicaments (ex. amphotéricine B [46-48]) 

ou la cardiotoxicité d'autres (ex. doxorubicine [49, 50]). 

Les liposomes ont la capacité de protéger les médicaments contre la 

dégradation. L'insuline lorsque administrée oralement est dégradée par les 

fluides gastriques, par conséquent, doit être injectée. Il a été démontré que 

l'administration orale de l'insuline encapsulée dans les liposomes peut 

diminuer la glycémie à des niveaux comparables à ceux obtenus par 

administration par voies intrapéritonéale (i.p.) ou intraveineuse (i.v.) de 

l'insuline libre [51, 52]. L'incorporation de polynucléotides comme l'ARN 

immun dans les liposomes, résulte en une protection de leur dégradation, 

améliorant de ce fait leur capacité de potentialiser la production d'interférons 

(IFN) [53]. 

De même, les liposomes ont été examinés pour leur potentiel de 

transport ciblé ainsi que dans la réduction des effets secondaires associés à 

certains médicaments. Cette dernière application a été la principale raison 

pour le développement du produit doxorubicine-liposome afin qu'il soit utilisé 

dans le traitement du cancer. Ce produit liposomal a démontré une réduction 

des effets secondaires cardiovasculaires reliés au médicament lorsqu'il est 

administré sous sa forme libre [54]. 
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L'incorporation d'un médicament dans les liposomes fournit un 

système de libération contrôlée et soutenue dans lequel la distribution du 

médicament in vivo est déterminée par les propriétés physico-chimiques du 

vecteur plutôt que par celles du médicament. Les liposomes peuvent être 

utilisés soit dans la livraison passive des médicaments, c'est-à-dire la 

libération lente au niveau de certains organes ou tumeurs, soit dans la 

vectorisation des médicaments à un site ou à un organe spécifique par une 

attache d'un ligand (exemple anticorps ou glycoprotéine) à la surface 

liposomale [55]. La distribution du médicament in vivo est affectée par les 

caractéristiques structurales des liposomes (composition lipidique), la nature 

des médicaments, hydrophiles ou lipophiles, et le contact des liposomes 

avec les composants biologiques comme les lipoprotéines plasmatiques [56]. 

Les lipoprotéines plasmatiques de haute densité peuvent enlever une 

quantité importante des phospholipides de la membrane liposomale résultant 

en une libération accélerée de solutés encapsulés [57, 58]. 

Les transporteurs efficaces de médicaments présentent une ou 

plusieurs caractéristiques parmi les suivantes: a) avoir une longue demi-vie 

dans le plasma, b) avoir un taux d'encapsulation élevé, c) retenir les 

médicaments d'une manière quantitative, d) avoir la capacité de retarder le 

métabolisme du médicament, e) dans le cas des médicaments dirigés vers 

des sites spécifiques, permettre la fixation de ligands à la surface des 

vésicules. Les liposomes doivent aussi être non immunogènes et 

biodégradables. 

La libération contrôlée du contenu liposomal est une des propriétés 

les plus importantes des liposomes utilisés comme transporteurs d'agents 

pharmacologiquement actifs. Dans une forme de dosage liposomal, seule la 

portion de médicaments libérée des liposomes peut être 

pharmacologiquement active. Ainsi, le taux et l'importance de la libération 
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des médicaments liposonnaux dans les tissus cibles influencent le degré et la 

durée de l'effet thérapeutique du médicament. 

Les liposomes sont de plus en plus utilisés comme transporteurs pour 

les médicaments ayant des propriétés pharmacocinétiques non favorables 

(ex. courte demi-vie dans le plasma ou inactivation métabolique rapide). Ces 

liposomes sont préparés selon deux approches. Dans le premier cas des 

composés hydrosolubles comme l'AZT [12, 13, 14], le didésoxyuridine [59], 

les nucléosides phosphorylés [60], les antisens [61], les médicaments 

anticancéreux ou d'autres agents antiviraux [62-64] sont encapsulés dans le 

volume interne aqueux des vésicules lipidiques. Il a déjà été démontré que 

les dérivés didésoxyuridine phosphorylés qui ont été encapsulés dans les 

immunoliposomes peuvent inhiber la réplication du VIH-1 in vitro [65]. 

L'avantage de l'encapsulation dans de telles préparations réside dans le fait 

que les molécules ne sont pas chimiquement modifiées. D'autre part, une 

faible efficacité d'incorporation ainsi qu'une possibilité de fuite des molécules 

incorporées lors de l'encapsulation peuvent empêcher l'application clinique 

de ces préparations. Dans le second cas, ces inconvénients sont contournés 

en utilisant des molécules chimiquement modifiées. Il a déjà été démontré 

que les dérivés lipophiles de l'arabinoside de la cytosine (ara-C) possèdent 

des activités cytostatiques dans les modèles tumoraux de murine [66, 67]. 

L'incorporation de ces dérivés liposolubles dans les liposomes a inhibé la 

prolifération du VIH-1 dans les lignées cellulaires infectées et ce d'une 

manière semblable à celle de l'AZT [68]. 

À cause de leur taille et leur faible degré de pénétration dans les 

barrières du tissu épithélial et conjonctif, les liposomes ont tendance à rester 

dans les endroits où ils sont administrés. Ce fait a été exploité par Dingle et 

al. dans la thérapie expérimentale de l'arthrite avec des liposomes contenant 

des corticostéroïdes [69]. Alors que les corticostéroïdes inflammatoires sont 

largement utilisés contre l'arthrite, ces médicaments possèdent plusieurs 
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effets indésirables. Dans le but de diminuer leur toxicité et d'augmenter leur 

efficacité, le groupe de Dingle a incorporé le palmitate de cortisol de 

caractère lipophile dans les liposomes et injecté ce matériel dans les 

articulations arthritiques. Une diminution de l'enflure ainsi que de la 

température ont été observées dans les articulations à des concentrations 

beaucoup moins élevées que celles requises pour le médicament libre. Ceci 

démontre que l'index thérapeutique d'un corticostéroïde anti-inflammatoire 

peut être augmenté lorsque ce dernier est incorporé dans les liposomes. 

0.1.7 Applications immunologiques des liposomes 

Les liposomes sont des transporteurs relativement non immunogènes 

et peuvent ainsi réduire le risque d'induction de réactions d'hypersensibilité 

associées aux vaccins lors d'une immunisation répétée [70]. Les liposomes 

sont utilisés comme modulateurs des immunogènes encapsulés [71, 72] et 

comme inducteurs de la réponse immunitaire aux haptènesl  ancrés dans la 

membrane liposomale via des dérivés phopholipidiques [73-75]. Dans les 

deux cas, la réponse immunitaire est régulée par les aspects 

pharmacocinétiques déterminés par les propriétés physico-chimiques des 

liposomes (ex. la  température de transition de phase des phospholipides 

incorporés, la charge et la taille des vésicules) [76, 77]. Plusieurs molécules 

présentes à la surface des liposomes peuvent changer la distribution de ces 

vésicules lipidiques et modifier de ce fait le degré de la réponse immunitaire 

[78, 79]. Les expériences faites dans les années 80 ont prouvé que les 

petites vésicules unilamellaires peuvent être utilisées afin d'induire une 

réponse immunitaire reproductible contre les haptènes synthétiques 

conjugués ou contre les dérivés d'oligosaccharides bactériens [80, 81]. La 

réponse immunitaire contre les liposomes présentant des haptènes est du 

type thymus indépendant [82]. Ainsi, les réponses immunitaires, qui sont de 

1  L'haptène est une substance non immunogène mais qui peut se lier à une protéine 
immunogène afin d'activer une réponse immunitaire. 
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la famille des isotypes de l'immunoglobuline M (IgM), ont une courte vie et 

manquent de mémoire immunologique [83, 84]. L'immunogénicité des 

liposomes présentant des haptènes peut être modulée par une incorporation 

de plusieurs composés à la surface des liposomes ou simplement par l'ajout 

d'adjuvants à la suspension colloïdale [85, 86]. 

En immunologie, les liposomes peuvent être efficaces comme 

adjuvants aux vaccins contre plusieurs maladies virales, bactériennes et 

protozoaires [87, 88]. Les adjuvants liposomaux ont plusieurs avantages: (a) 

ils possèdent une versatilité structurale qui peut être exploitée dans la mise 

au point des vaccins, (b) ils peuvent agir comme adjuvants: en plus d'être 

des transporteurs et un milieu de dépôt pour les antigènes, ils ont la capacité 

d'améliorer l'apport et la présentation des antigènes aux macrophages 

menant à une stimulation plus efficace des lymphocytes T [50], (c) ils ont 

aussi la capacité et la facilité à se lier aux adjuvants de faible toxicité afin 

d'améliorer l'immunogénicité des vaccins. 

L'association de petites molécules avec les liposomes peut induire la 

production d'anticorps voire provoquer une réaction allergique suite à une 

administration parentérale ou épidermique. Le dinitrophénolphosphatidyl-

éthanolamine (DNP-PE), lorsque présent dans la bicouche des liposomes, 

fonctionne comme un haptène et stimule la production d'anticorps anti-

dinitrophénol [15]. Les liposomes contenant du gallate de propyle, un 

antioxydant utilisé dans les crèmes cutanées à base de liposomes, induisent 

des réponses allergiques lors d'applications répétées [16]. L'annphotéricine 

B, un antibiotique polyénique lipophile, provoque des réactions 

anaphylactiques chez certains patients lorsqu'il est administré sous forme de 

préparation liposomale [17]. Le propofol, un anesthésique lipophile 

administré dans des porteurs amphiphiles, s'est avéré immunogène chez 

l'homme 	lorsqu'administré 	dans 	des 	émulsions 	de 

phospholipides/triglycérides [89]. 
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0.2 Formation des promédicaments 
Changer les propriétés physiques et/ou chimiques d'un médicament 

en le modifiant chimiquement d'une manière bioréversible est la définition du 

terme promédicament [90]. Le terme promédicament a d'abord été décrit par 

Albert [90] pour les composés qui subissent une biotransformation avant que 

leur effet pharmacologique ait lieu. Ce dernier a suggéré que cette approche 

pouvait être utilisée pour modifier les propriétés de certains médicaments, 

d'une manière temporaire afin d'augmenter leur effet ou de diminuer leur 

toxicité [90]. Présentement, les dérivés lipophiles des molécules 

antitumoraux et antiviraux peuvent être intégrés quantitativement et d'une 

manière stable dans les membranes lipidiques des liposomes. La synthèse 

de promédicaments annphiphiles utilisant des chaînes lipophiles aux 

membranes phospholipidiques a été utilisée comme moyen d'augmenter 

l'incorporation ainsi que la rétention des molécules hydrosolubles dans les 

liposomes (exemple, les muramyl tripeptides [91], les agents 

chimiothérapeutiques comme le 5-fluorouracil [92] ainsi que les 

promédicaments nucléosidiques comme le 3'-azido-3'-désoxythymidine [93]). 

La nature amphiphile de ces promédicaments assure leur exposition à la 

surface des liposomes résultant en une conformation polyhapténique. Ce 

type de structure possède un potentiel significatif pour la stimulation des 

lymphocytes B [94]. 

La sensibilisation des liposomes avec les dérivés du phosphatidyl-

éthanolamine N-substitués demeure une méthode efficace pour obtenir des 

anticorps spécifiques aux haptènes dépendants de liaisons covalentes de 

ces derniers avec des porteurs hydrosolubles de masse molaire élevée (ex. 

protéines). Le muramyl-tripeptide-phosphatidyléthanolamine (MTP-PE), un 

agent anticancéreux, est un analogue lipophile du muramyl-dipeptide (MDP) 

qui est la plus petite unité structurale des mycobactéries capable d'activer le 

système immunitaire [95, 96]. Le MDP, dont la masse moléculaire est 495, 
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est soluble dans la phase aqueuse des liposomes et possède des effets 

puissants sur les cellules de défense, incluant les macrophages [95]. Il est 

libéré des liposomes à une vitesse de 10-20%/h dépendamment de la 

composition phospholipidique de ces derniers [97]. Les analogues lipophiles 

du MDP, comme le MTP-PE [98], le muramyl-dipeptide-glycéryldipalmitate 

(MDP-GDP) [99] et le 6-0-stéroyl-MDP [100] peuvent être directement et 

efficacement incorporés dans les couches lipidiques des liposomes 

multilamellaires sans aucune perte à l'extérieur des liposomes [101, 102]. 

Par ailleurs, le couplage de la molécule de DNP avec une chaîne lipophile 

résulte en une potentialisation de sa capacité de stimuler les fonctions 

effectrices des macrophages comme celles de la formation des anions 

superoxydes [103] et de la lyse des cellules cibles de tumeur [104]. Ces 

molécules couplées semblent avoir une meilleure efficacité comme 

immunoadjuvants, surtout lorsqu'elles sont incorporées dans les liposomes 

[105]. 

Le MTP-PE a été spécialement conçu pour des ciblages des 

macrophages in vivo après administration intraveineuse et demeure le seul 

médicament présent sur le marché utilisé en clinique. Le MDP-PE liposomal 

est capable d'activer in vitro et in vivo les macrophages d'une manière 

efficace [99]. Plusieurs études ont prouvé que les dinitrophénolphosphatidyl-

éthanolamine (DNP-PE) sont requis pour la liaison des protéines du 

myélôme aux liposomes et que ceux-ci jouent le rôle d'antigènes lors d'un 

ajout passie [106]. Une série de dérivés de DNP-PE est utilisée à la place 

des antigènes lipidiques naturels afin d'activer les liposomes [106]. Ces 

haptènes amphiphiles sont efficaces pour permettre aux liposomes de libérer 

le marqueur de glucose et ce en présence d'un anticorps [15]. Un prérequis 

important pour l'activation des liposomes par le DNP-PE est la présence du 

caractère amphiphile permettant l'insertion du dérivé dans la bicouche 

2 Dans un ajout passif, le DNP-PE est ajouté suite à la formation des liposomes, tandis que 
dans un ajout actif, le DNP-PE est ajouté lors de la préparation des liposomes. 



16 

liposomale d'une manière à ce que la région polaire du groupement 

dinitrophénol soit accessible à l'anticorps [15]. 

0.2.1 Hypersensibilisation et phénomènes autoimmuns 

Lorsqu'une substance étrangère pénètre dans l'organisme, une 

réactron immunologique peut avoir lieu. L'efficacité du système immunitaire 

repose essentiellement sur un processus de reconnaissance. Le système 

doit être capable de reconnaître la présence d'un corps étranger. Il doit 

également pouvoir distinguer les agents étrangers et les constituants 

naturels d'un organisme, c'est à dire distinguer le soi du non soi. 

L'importance d'un tel pouvoir de discrimination est révélée dans certaines 

pathologies dans lesquelles le système immunitaire réagit contre le soi: ce 

sont les maladies dites autoimmunes dont quelques-unes sont fatales [94]. 

La reconnaissance d'un agent étranger est la première étape de la réponse 

immunitaire. Par la suite, d'autres événements entraîneront la destruction et 

l'élimination de l'agent étranger. Ainsi le système immunitaire intervient dans 

deux types d'activités: d'une part, il y a reconnaissance d'un agent étranger, 

ce qui lui permet de distinguer diverses cibles et, d'autre part, il y a 

élaboration des réponses, suite à cette reconnaissance, qui permettent au 

système immunitaire d'élaborer une attaque contre l'agent étranger (ex. 

destruction d'une bactérie). Ces réponses résultant de la reconnaissance 

sont appelées fonctions effectrices [94]. 

Le système immunitaire fonctionne selon deux modes 

fondamentalement différents. Ces deux modes sont: l'immunité humorale3  et 

l'immunité à médiation cellulaire. L'immunité humorale est celle que 

confèrent des molécules (comme les immunoglobulines (Ig) secrétées par 

les lymphocytes B) présentes en solution dans les fluides d'un organisme. 

3  Le terme humeur se réfère aux fluides d'un organisme. 
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Dans la médiation cellulaire, ce sont les cellules (plutôt que les 

immunoglobulines) qui sont responsables de la reconnaissance. Aucune 

molécule libre soluble ne participe à cette réaction. Ce sont plutôt des 

molécules fortement liées à la surface des cellules en cause qui se 

comportent comme des immunoglobulines, tout en ne se dissociant jamais 

de la membrane. 

Dans l'immunité humorale, un antigène peut stimuler la différenciation 

des cellules B en des plasmocytes. Il existe deux différents moyens par 

lesquels les cellules B peuvent être activées afin de se différencier en des 

plasmocytes: 

1. Par une réponse T-indépendante. Dans une réponse immunitaire T- 

indépendante, les cellules B sont activées en absence de cellules T. Les 

anticorps produits dans ce type de réponse immunitaire sont 

principalement de la classe IgM. 

2. Par une réponse T-dépendante. Dans ce cas, la réponse dépend des 

cellules T ainsi que des cellules B reconnaissant les antigènes. Dans une 

réponse T-dépendante, les cellules B se développent d'abord dans le 

plasma, sécrètent des anticorps du type IgM et alternent par la suite à 

une autre classe d'anticorps (IgG, IgA ou IgE), un processus dépendant 

des facteurs sécrétés par les cellules T. 

Des études précédentes ont montré qu'une variété de médicaments 

peuvent causer des désordres autoimmuns et allergiques [107] ainsi que des 

réactions d'hypersensibilité. La consommation d'une huile comestible 

dénaturée avec 2% d'aniline induit la production d'anticorps chez certaines 

personnes par suite à l'utilisation de cette huile dans la préparation de 

mayonnaise, phénomène reconnu sous le nom du syndrôme toxique de 

l'huile espagnole ayant lieu en 1981. Cette huile mélangée aux œufs 

(phospholipides) en présence d'un milieu aqueux, se comporte comme un 

haptène à la surface des liposomes et induit la production de réactions 
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autoimmunes [108]. La toxicité directe de l'huile semblait dépendre de sa 

concentration en acide linoléique et/ou de son oxydation en dérivés 

hydroxyles et époxydés. Plusieurs études ont mené à la conclusion que les 

consommateurs de l'huile ont dû développer des déficiences en vitamine E 

(composant fonctionnant comme antioxydant aux lipides insaturés 

protégeant ainsi l'attaque de la membrane lipidique par les radicaux libres) 

[109]. 

Le Taxol, un médicament actif pour le traitement du cancer du sein et 

des ovaires peut aussi causer des réactions d'hypersensibilité suite à la 

première et deuxième ingestion [110, 1111 La dyspénie avec ou sans 

bronchospasme, l'angioédème et l'hypotension sont les manifestations les 

plus communes. l'AZT est aussi capable d'induire des réactions allergiques. 

La fièvre non accompagnée de démangeaison [112], la vasculite 

leucoblastique [113], l'urticaire et le bronchospasme étaient les 

maniféstations les plus communes chez les patients après leur première 

exposition à l'AZT. Ces réactions d'hypersensibilité inhabituelles de l'AZT 

sont probablement reliées aux irrégularités immunitaires retrouvées chez les 

patients infectés par le virus d'immunodéficience. 

0.3 Le Syndrôme d'Immunodéficience Acquise (SIDA) et les principaux 
inhibiteurs de la transcriptase inverse 

Le Virus d'Immunodéficience Humaine (VIH), le principal virus du 

SIDA, a la capacité de détruire les lymphocytes (CD4+) et d'affecter la 

fonction d'autres cellules du corps comme les macrophages et les 

lymphocytes B [114, 115]. De plus, ce virus peut entrer dans le système 

nerveux central causant des désordres neurologiques sévères et une 

susceptibité accrue de la persistance des infections due à la suppression du 

système immunitaire [116]. Le VIH a la capacité de se répliquer dans le 

cerveau et celui-ci peut servir comme réservoir principal du virus [114]. 
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Suite à la pénétration du virus dans le cytoplasme, l'ARN viral est 

utilisé, en association avec la transcriptase inverse, afin de servir comme 

patron pour la production d'ADN viral. La transcriptase inverse (VIH-1) se sert 

de la lysine, comme promoteur de l'ARN, afin de produire une copie négative 

du brin d'ADN viral et donner lieu à un hybride du type ARN-ADN. La 

transcriptase inverse rétrovirale possède une activité RNase H capable de 

dégrader l'ARN postérieurement à la formation de l'hybride ARN-ADN. Cette 

transcriptase inverse catalyse par la suite la formation d'un brin positif d'ADN 

ayant la capacité de rester sous sa forme non-intégrée ou de s'insérer dans 

le génôme cellulaire [117]. 

L'infection par le VIH-1 induit une dégradation lente des fonctions 

immunes. Peu après l'infection par ce virus, il y a production d'anticorps et 

liaison de ceux-ci avec les virus circulants. Ces complexes antigène-

anticorps sont rapidement éliminés par les cellules du système 

réticuloendothélial. Quant aux complexes immuns apparents dans la 

circulation lymphatique, ils se déposent sur les cellules folliculaires 

dendritiques [117]. 11 a été démontré que les macrophages, les lymphocytes-

T ainsi que les centres germinaux des tissus lymphoïdes se trouvent être les 

principaux réservoirs du VIH-1 [117]. 

L'inhibition de la transcriptase inverse et la suppression de la 

réplication du VIH-1 dans les lignées cellulaires ont été observées suite à une 

administration de suramine [118], de phosphonoformate (foscarnet) [119] et 

d'ammonium-21-tungsto-9-antimoniate 	(HPA-23) 	[120]. 	Le 

phosphonoformate est un analogue du pyrophosphate ayant une activité 

directe sur la transcriptase inverse. Une infusion intraveineuse régulière de 

ce médicament est requise afin d'atteindre les niveaux plasmatiques de la 

dose efficace (0.1 mM). Le forscanet possède un usage limité puisqu'une 

toxicité rénale est observée suite à son administration pendant plusieurs 
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semaines. Les analogues des didésoxynucléotides, comme l'AZT, ont été les 

plus efficaces car ils peuvent être métabolisés afin de devenir des inhibiteurs 

de la transcriptase inverse. Suite à leur phosphorylation dans les cellules 

cibles, les 2'-3'-didésoxynucléosides-5'-triphosphates jouent le rôle 

d'analogues des 2'-désoxynucléosides-5'-triphosphates qui sont des 

substrats naturels des ADN polymérases et de la transcriptase inverse. Les 

2'-3'-didésoxynucléosides-5'-triphosphates peuvent faire compétition avec 

les nucléosides naturels pour la liaison aux ADN polymérases et peuvent 

être incorporés dans le développement de la chaîne d'ADN. Les 

didésoxynucléotides ayant démontré le plus haut rendement thérapeutique in 

vitro incluent le didésoxycytosine (ddC), le didésoxyadénosine (ddA) et le 

didésoxyinosine (ddl) [121-124]. Les didésoxycytosines, incluant l'AZT, sont 

les plus efficaces sur une base molaire. Des études préliminaires ont 

suggéré que l'AZT réduit le nombre des antigènes p24 et résulte en une 

neuropathie périphérique. 

0.3.1 Histoire du 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT) 

Le 3'-azido-3'-désoxythynnidine (AZT), dont le nom commercial est 

RétrovirO, a été le premier médicament présent sur le marché pour le 

traitement du SIDA. Il a d'abord été synthétisé et testé en 1964 par Jerôme 

Horwitz à l'institut de recherche du cancer à Detroit afin de vérifier son 

activité chimiothérapeutique [125]. Cette dernière s'étant avérée limitée dans 

ce domaine, l'AZT a été mis de côté à l'attente d'agents moins toxiques. 

Au début des années 70, un groupe allemand à l'institut Max Planck a 

démontré que l'AZT avait la capacité d'inhiber in vitro la réplication des 

rétrovirus murins du type C [126]. Comme les rétrovirus humains n'avaient 

pas encore été identifiés, ce travail a été ignoré dans le domaine scientifique. 

En 1978, l'AZT a été resynthétisé par Lin et Pursoff afin d'étudier son activité 

comme un analogue aminé de la thymidine [127]. 
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Durant les années 80, l'AZT a été repris par Burroughs VVellcome, une 

industrie pharmaceutique grandement impliquée dans la recherche 

antimicrobienne, afin qu'il soit étudié comme agent antirétroviral et 

antimicrobien. Bien que l'AZT était actif contre les bactéries gram-négatif 

chez les animaux, son spectre d'activité était trop faible pour permettre son 

usage chez l'homme [128]. De nouveau, l'AZT a été remis de côté. 

L'intérêt pour l'AZT a été renouvelé en 1984, peu après l'apparition du 

VIH, un rétrovirus identifié comme le principal agent causant le SIDA. Une 

recherche menée par Dr Hiroaki Mitsuya du laboratoire du Dr Samuel 

Broder, a démontré que l'AZT avait une activité significative in vitro contre le 

VIH [129]. 

En juillet 1985, les études en phase I ont vu le jour. Une des 

trouvailles les plus significatives dans cette première phase était que l'AZT 

pénétrait les membranes par diffusion passive [130], traversant la barrière 

hémato-encéphalique [131] et inversait partiellement le malfonctionnement 

neurologique observé chez certains patients atteints par le VIH. Des études 

pharmacocinétiques ont démontré que la demi-vie de l'AZT dans le plasma 

était d'environ 1 heure [131] nécessitant ainsi une administration fréquente 

du médicament afin de pouvoir maintenir son niveau thérapeutique dans le 

sang. Bien que l'AZT pouvait atteindre le fluide cérébrospinal, les niveaux de 

l'AZT étaient à 35-70 % de la concentration plasmatique suite à une 

administration de 2.5-5 mg/Kg respectivement, suggérant ainsi une dose 

plus élevée du médicament afin d'avoir des concentrations antivirales 

adéquates dans le liquide cérébrospinal. Toutefois, une hausse de la dose 

résultait en une toxicité au niveau de la mcelle osseuse [132, 133]. 

Les études faites durant la phase II (automne 86) ont démontré que le 

traitement du sydrôme d'immunodéficience acquise par l'AZT diminuait le 
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nombre de protéines virales du type p24, augmentait le nombre de 

lymphocytes du type CD.41-  , améliorant ainsi la réponse immunitaire, réduisait 

la fréquence et la gravité des infections et prolongeait la vie [130]. 

Cependant, l'AZT ne pouvait pas éviter le virus d'immunodéficience humaine 

(VII-1) d'être isolé par les cellules sanguines périphériques mononucléaires. 

Cette incapacité d'éliminer le virus infectieux peut être dûe à une inhibition 

inadéquate de la production virale par les macrophages, le principal réservoir 

du VIH [134-136]. 

La structure de l'AZT est relativement comparable à celle de la 

thymidine (Figure 0.3), un nucléoside basique endogène obtenu à partir de 

l'ADN, distinguée de celle-ci par un remplacement du groupement hydroxyle 

en position 3 du noyau ribose par un groupement azide (N3) non réactif. 

Comparée à d'autres médicaments, la synthèse de l'AZT est complexe et 

dispendieuse nécessitant au moins sept étapes à partir de la thymidine et 23 

à partir du composé brut au produit final [137]. 

Figure 0.3: Structures chimiques de l'AZT et de la thymidine. 
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Son mécanisme d'action (Figure 0.4) implique l'inhibition de 
l'incorporation d'une thymidine par une transcriptase inverse dans l'ADN viral 
et une terminaison subséquente de la chaîne d'ADN dans les cellules du VIH 
par suite de la transformation de l'AZT en sa forme active triphosphatée 

(AZT-TP) [1 38]. 

AZT 
	 Thym idine 

'1 

	

Ile  

AZT-m onophosphate 	 Thym idine-m onophosphate 

Il' 
AZT-diphosphate 

1 
AZT-triphosphate 

'Ir  
Thymidine -diphosphate 

Thymidine-triphosphate 

Compétition pour la transcriptase inverse virale ralentissant 
l'incorporation de la thym idine-triphosphate 

Incorporation de l'AZT-triphosphate dans l'ADN viral 

Term inaison de la chaîne d'ADN 

Figure 0.4: Mécanisme d'action de l'AZT. Tout comme la thymidine, l'AZT se transforme en AZT 
mono, di et triphosphate et entre en compétition avec la thymidine ralentissant son incorporation 
dans le brin d'ADN viral. 



24 

L'AZT a été commercialisé en mars 1987. Désormais, une large 

gamme de dérivés de ce médicament a été synthétisée afin de pouvoir 

prévenir la toxicité due à une dose élevée de celui-ci et de prévenir les effets 

secondaires associés à l'administration de ce médicament. 

0.3.2 Les promédicaments de l'AZT 
Dans le but d'augmenter l'apport de l'AZT vers les organes cibles, de 

diminuer sa toxicité, d'améliorer sa rétention dans le corps ou son passage à 

travers la membrane hémato-encéphalique, plusieurs chercheurs ont 

synthétisé divers dérivés lipophiles préparés à partir de l'estérification de 

l'hydroxyle présente en position 5 de la molécule mère. Il a été démontré 

que les dérivés de l'AZT contenant un hydrocarbure polaire et une chaîne 

hexadécyle possèdent une activité anti VIH-1 et manifestent une grande 

affinité envers les membranes lipidiques [139]. De même, les ethers 

lipidiques liés à l'AZT par des liaisons phosphates ont une meilleure activité 

antivirale que celle de l'AZT libre [140, 141]. 

L'estérification de l'hydroxyle avec des chaînes alkylées a aussi été 

étudiée afin d'augmenter la rétention de l'AZT dans le corps [142], de 

contrôler sa concentration dans le plasma [142] et d'améliorer son transport 

lymphatique [143]. Par ailleurs, une série d'esters alkylés et arylés a été 

synthétisée par Aggarwal et al. [144] pour augmenter la stabilité et la 

lipophilicité de l'AZT et d'améliorer son transport à travers la membrane 

plasmatique et les barrières lipidiques. 

Des dérivés d'AZT à base de dihydropyridine [145, 146] et 

d'adamantane [147] ont été synthétisés dans le but de développer des 

promédicaments anti-VIH plus spécifiques pour un ciblage au cerveau [145, 

146] et d'améliorer l'apport vers la membrane hémato-encéphalique [147]. 

D'autres dérivés, comme les phosphoramidates d'AZT, ont été synthétisés 
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afin d'étudier l'effet d'une élongation de la chaîne introduite à l'hydroxyle en 

5 de l'AZT sur l'activité antivirale in vitro de celui-ci [148]. 

Comme il a préalablement été mentionné (Figure 0.4), l'effet de l'AZT 

implique sa conversion, par les kinases cellulaires, en sa forme 

triphosphatée capable d'inhiber l'activité de la transcriptase inverse et 

d'assister ainsi à la terminaison des chaînes d'ADN virales. Cette 

dépendance sur la phosphorylation par les kinases peut limiter l'efficacité de 

l'AZT dans un environnement cellulaire pauvre en activité kinase comme 

c'est le cas dans les macrophages [149] ou dans des cellules ayant perdu 

leur capacité de phosphoryler l'AZT à cause d'une exposition prolongée au 

médicament [150]. Ainsi, des tentatives ont été faites afin de contourner cette 

dépendance à travers l'utilisation de promédicaments d'AZT-monophosphate 

(AZT-MP) [139, 151, 152] ou de dérivés diphosphates d'AZT encapsulés 

dans les liposomes [93, 153]. Avec de telles stratégies, l'AZT démontre une 

augmentation de la réponse biologique in vitro et une amélioration de l'effet 

anti-VIH due à une meilleur transport intracellulaire du mononucléotide d'AZT 

[65, 152, 154]. 

Il a été démontré que les dérivés du 5'-hydrogéno-phosphonate d'AZT 

ainsi que les diacylglycérols monophosphate possèdent une activité anti-VIH 

semblable à celle observée chez la molécule mère [155, 156]. D'autres, 

comme les glycosyles phosphotriesters d'AZT ont une demi-vie plasmatique 

plus élevée (24 h vs. lh pour l'AZT) ainsi qu'une amélioration du transport de 

l'AZT vers le système nerveux central [157]. 

Afin de contourner le problème de la phosphorylation limitée de l'AZT 

dans les macrophages et celui des effets secondaires associés à la forme 

active du médicament (AZT-triphosphate), le di-(thymidine-3'-azido-2'-3'- 

désoxy-D-ribose)-5'-5'-p1_p2_pyrophosphate 	a 	été 	synthétisé. 

Malheureusement cette substance a demontré une faible activité inhibitrice 
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de la transcriptase inverse ainsi qu'une protection insuffisante des 

macrophages contre l'infection rétrovirale [158]. 

La formation des dérivés à partir de l'AZT peut être possible par une 

méthode autre que celle de l'introduction de groupements lipophiles à la 

position 5 de l'hydroxyle. La modification du noyau thymine a préalablement 

été faite en synthétisant les 5-halo-6'-alkoxy-5, 6-dihydro-3'azido-3'-

désoxythymidines, des dérivés lipophiles de l'AZT capables de traverser la 

barrière hémato-encéphalique afin de fournir au cerveau une concentration 

plus élevée en médicament actif [159, 160]. 

Une des méthodes utilisées pour diminuer la toxicité de l'AZT et 

modifier sa biodistribution dans le corps est l'utilisation des liposomes. Étant 

donné qu'ils ont une affinité naturelle pour les cellules du système des 

phagocytes mononucléés (SPM) et les tissus lymphoïdes, ils fournissent 

ainsi des nouvelles possibilités de transport des médicaments et des 

promédicaments antiviraux vers les cellules réservoirs du virus [161-163]. La 

localisation de ces vésicules dans des organes riches en macrophages 

comme le foie, la rate, les reins et les poumons leur donne l'avantage de 

diminuer l'apport de l'AZT vers la mcelle osseuse diminuant ainsi sa toxicité à 

ce niveau [14]. 

Phillips et a/. [13] ont tenté d'incorporer l'AZT dans les liposomes 

(25.0 ± 3.2 pi g/ µmol phospholipides) et ont prouvé que l'encapsulation 

liposomale de ce médicament résulte en une diminution de la toxicité dans 

les cellules de la moelle osseuse et celles du rein ainsi qu'en une 

augmentation de la disponibilité de l'AZT dans les organes 

réticuloendothéliaux tels le foie, la rate et les poumons. D'autres tentatives 

ont suivi cherchant à déterminer l'effet d'une incorporation liposomale de 

l'AZT sur l'activité antivirale chez les souris [14]. Deux types de dérivés 

lipophiles d'AZT (des phosphates dinucléosides alkylé et arylé) ont été 
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synthétisés et encapsulés dans les liposomes afin de pouvoir étudier l'effet 

de leur incorporation liposomale sur les propriétés antivirales in vitro et in 

vivo [164]. 

Une nouvelle série de promédicaments lipophiles d'AZT a été 

synthétisée par Squalli Houssaini et al., utilisant les lipoprotéines de faible 

densité (LDL) comme transporteurs de ces promédicaments, afin d'étudier 

l'effet d'une telle incorporation sur l'activité antirétrovirale et sur le degré de 

l'internalisation de ces complexes dans les récepteurs des apolipoprotéines 

B-E [165]. Heiati et a/. ont utilisé le palmitate d'AZT, un promédicament 

d'AZT préalablement synthétisé par kawaguchi et a/. [142] afin de pouvoir 

étudier la capacité d'incorporation et de rétention de cette molécule dans les 

nanoparticules de lipides solides (NLS) [166]. Cet ester d'AZT s'incorporait 

mieux dans les NLS que l'AZT non estérifié [166]. À partir de ce principe, 

celui de l'encapsulation des médicaments dans les liposomes, nous allons 

synthétiser et caractériser quatre promédicaments d'AZT, préalablement 

préparés par Kawaguchi et a/. [142] et tenter de les encapsuler dans les 

liposomes. Une étude complète sera faite sur le palmitate d'AZT en 

particulier cherchant à étudier son incorporation et rétention dans les 

liposomes ainsi que son immunogénicité, utilisant plusieurs formulations de 

lipides/ phospholipides. Ce promédicament, connu pour son caractère 

lipophile, aura tendance à s'intercaler dans la double couche liposomale 

donnant lieu à une encapsulation améliorée en comparaison avec celle du 

promédicament libre. De même, sa présentation à la surface des liposomes 

sera semblable à celle d'un haptène, qui, lorsque associé aux liposomes 

donnera lieu à une production d'immunoglobulines. Ainsi, la détermination du 

type d'anticorps produits à partir du palmitate d'AZT liposomal sera étudiée 

in vivo suivie par une étude de l'effet de la variation de la concentration de 

l'haptène (le palmitate d'AZT) sur la production d'anticorps. 
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Il a été prouvé que les liposomes sont de bons transporteurs de 

médicaments dans plusieurs sortes de thérapies incluant les 

immunomodulateurs, les virostatiques, les cytostatiques ainsi que les agents 

antimicrobiens [1-4]. Les liposomes ont aussi été utilisés dans le transport 

des agents nucléosidiques anti VIH-1 [5] et de leurs promédicaments [6-7]. 

La synthèse de promédicaments amphiphiles utilisant des chaînes 

membranaires lipophiles a déjà été utilisée afin d'améliorer l'incorporation et 

la rétention des médicaments hydrosolubles dans les porteurs liposomaux 

(ex. Les muramyltripeptides [8], les agents chimiothérapeutiques comme le 

5-fluororouracil [9] et les analogues nucléosidiques comme le 3'-azido-3'-

désoxythymidine [10]). 

Le 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT), un médicament hydrophile 

possédant une activité inhibitrice de la transcriptase inverse [11-14], est 

présentement utilisé seul ou en combinaison avec d'autres inhibiteurs de la 

transcriptase inverse pour le traitement de l'infection par le VIH. Depuis une 

dixaine d'année, un nombre important de promédicaments d'AZT est 

synthétisé afin d'améliorer l'activité antivirale ainsi que la biodisponibilité de 

ce médicament dans le sang [15-17]. Plusieurs chercheurs ont démontré la 

nécessité de l'utilisation des promédicaments lipophiles afin d'augmenter la 

demi-vie de l'AZT suite à son administration orale [18]. La susceptibilité à 

l'hydrolyse chimique et enzymatique in vitro des dérivés de l'AZT (utilisant 

des homogénats de plasma, de foie, d'intestin et de rein de souris) a 

préalablement été décrite par Kawaguchi et al. [18]. Ces esters d'AZT, 

relativement stables à l'hydrolyse chimique (dégradation < 10% aprés 100 

heures à des pH de 4 et 7), avaient une hydrolyse enzymatique variant avec 

la longueur de la chaîne alkylée, les chaînes courtes et longues étant 

relativement plus stables que les chaînes moyennes. 
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Dans ce chapitre, on décrit la synthèse, la caractérisation ainsi que la 

rétention de quatre esters lipophiles d'AZT différents (le laurate, myristate, 

palmitate et stéarate d'AZT), préalablement synthétisés par Kawaguchi et al. 

[18]. Bien que plusieurs de ces promédicaments ont déjà été étudiés 

séparément [19, 20], leur incorporation dans les liposomes ainsi que l'étude 

de la variation de leur taille et de leur potentiel zêta, lorsque administrés 

dans des porteurs liposomaux, restent à déterminer. 
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1.1 PARTIE EXPÉRIMENTALE 

1.1.1 Produits. Le dirnyristylphosphatidylglycérol (DMPG) ainsi que le 

dipalmitylphosphatidylcholine (DPPC) ont été obtenus de chez Avanti Polar 

Lipids, (Alabaster, AL). Les anhydrides (laurique, myristique, palmitique et 

stéarique) ont été fournis par Sigma Chemicals Co. (St-Louis, MO). 

1.1.2 Synthèse des dérivés lipophiles d'AZT 

(CH2)n 

Figure 1.1: Synthèse des promédicaments d'AZT, où n=09 pour le laurate d'AZT, n=11 
pour le nnyristate d'AZT, n=13 pour le palmitate d'AZT et n=15 pour le stéarate d'AZT.  
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L'ester d'AZT a été synthétisé selon la méthode décrite par 

Kawaguchi et al. [18]. L'estérification de l'AZT (0,33 mmol) utilisant (0,66 

mmol) de l'anhydride alkylé a eu lieu dans de la pyridine (2 ml) sur une 

période de 24 heures à une température de 22°C. L'ester a été purifié par 

chromatographie, où la phase stationnaire est le gel de silice et la phase 

mobile est le CHCI3 : Et-OH (95:5 v/v). Le dérivé d'AZT a été caractérisé par 

spectroscopie [11-1]-RMN, analyse élémentaire et infrarouge. La pureté ainsi 

que la stabilité ont été déterminées par chromatographie sur couche mince 

(CCM) (95:5 v/v CHCI3: Et0H). 

1.1.3 Préparation des liposomes. Toute la verrerie a été stérilisée à 180 °C 

pour 4 heures afin d'inactiver les endotoxines bactériennes. Les liposomes 

ont été préparés à partir du DPPC/DMPG, utilisant un rapport molaire de 9:1. 

Les phospholipides et l'ester de l'AZT (1 µmol dans 10 µmol phospholipides) 

ont été dissous dans du 2-méthylpropan-2-ol tiède (t-butanol), congelés à 

—40°C dans des contenants de verre de 5 ml. Les liposomes ont été préparés 

par réhydratation avec du tampon salin phosphate PBS (0,85% p/v NaCI 

contenant 10 mM de phosphate de sodium à un pH de 7,4), (1 ml de PBS/ 10 

µmol de phospholipides). Les préparations liposomales ont été réduites de 

taille dans un bain à sonication à 10 W, 15 minutes avant d'être utilisées. 

1.1.4 Caractérisation des liposomes. La taille des liposomes a été 

déterminée par spectroscopie de corrélation de photons (Coulter 4N Plus). 

Le potentiel zêta () des liposomes a été déterminé par électrophorèse 

Doppler (Coulter DELSA 440 SX). 
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1.1.5 Incorporation des esters d'AZT dans les liposomes. Les liposomes 

contenant l'ester d'AZT ont été mis en suspension dans du PBS (1 ml) 

formant une solution colloïdale. Les échantillons ont ensuite été placés dans 

des tubes à dialyse (MW cut-off 15000 Da), et dialysés contre du PBS (250 

ml) à 4, 22 ou 37°C. L'ester d'AZT liposomal restant dans le tube à dialyse a 

été quantifié par spectrophotométrie UV sur une période de 24 h à une 

longueur d'onde de 266nm. 
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1.2 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

1.2.1 Synthèse et caractérisation des promédicaments d'AZT. L'analyse 

élémentaire (Tableau 1.1), l'infrarouge ainsi que la spectroscopie [1H]-RMN 

ont été caractéristiques des esters de l'AZT. Le rendement ainsi que le point 

de fusion du produit était dans la moyenne déterminée par Kawaguchi et al. 

[18]. En regardant la variation du point de fusion dans le tableau 1.111, on 

remarque une légère augmentation de la valeur en allant de laurate à 

stéarate. Ceci est dû à l'augmentation de la force de Van der Waals avec la 

croissance de la chaîne aliphatique. Chaque groupement méthyl ajouté à la 

chaîne alkylée fournit un contact additionnel entre les deux molécules de 

promédicaments donnant lieu à une augmentation de la force d'attraction et, 

simultanément, à une élévation du point de fusion. Bien que l'analyse 

élémentaire expérimentale (Tableau 1.1) montrait une légère déviation par 

rapport à la théorie (Tableau 1.11), l'identité des esters d'AZT a été prouvée 

par les spectres infrarouge et RMN donnant des pics identiques à ceux de la 

théorie [20]. Quant à la pureté des promédicaments, la chromatographie sur 

couche mince montrait la présence d'une seule tache ayant un Rf différent de 

celui des deux produits de départ (Tableau 1.111). 

Tableau 1.1. Analyse élémentaire expérimentale des esters lipophiles 
d'AZT (moyenne ± écart type, n=3) 

Azote 10,31±0,08 9,78±0,07 12,42±0,05 6,73±0,23 

Carbone 62,95±0,25 64,54±0,16 63,01±0,17 70,09±0,33 

Hydrogène 9,37±0,36 9,73±0,29 9,19±0,03 10,98±0,06 
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Tableau 1.11. Analyse élémentaire théorique des esters lipophiles d'AZT 

Azote 15,57 14,66 13,84 13,12 

Carbone 58,73 60,30 61,70 62,96 

Hydrogène 7,79 8,17 8,50 8,81 

Tableau 1.111. Propriétés physiques des promédicaments d'AZT 

Laurate d'AZT 35-37 34-36 0,240 99,60 449,54 

Myristate d'AZT 40-43 39-42 0,280 68,68 477,64 

Palmitate d'AZT 54-57 54-57 0,650 67,00 505,69 

Stéarate d'AZT 62-65 41-42 0,255 94,15 533,69 

*Exp = valeur expérimentale et Théo = valeur théorique [18]. 
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1.2.1.1 Spectre [1F1]-RMN des promédicaments de l'AZT. Les 

prornédicaments lipophiles synthétisés ont tous le même patron d'RMN sauf 

au niveau de l'avant dernier pic mentionné ici-bas. Vu qu'ils ne diffèrent que 

par la longueur de leur chaîne aliphatique, les atomes ont le même 

environnement chimique. 

Figure 1.2: Spectre [1H]-RMN d'un des esters de l'AZT. Où le déplacement chimique 
théorique [20] est: 8 = 8,65 ppm (s, 1H, N-H); 7,23 ppm (s, 1H, lin; 6,13 ppm (t, J=6,3 
Hz, H( '')); 4,42-4,28 ppm (dd, 2H, J58b=7,8 Hz, J54=4,4 Hz, 1-1(5); 4,18 ppm (q, 1H, 7,5 Hz, 
1-1(3')),' 4,09 ppm (q, 1H, J=4,4 Hz, F1(4')); 2,53-2,28 ppm (m, 4H(2'" et 213)); 1,94 ppm (s, 3H, 
CHP)); 1,67-1,56 ppm (m, 2H, 3'); 1,26 ppm (large s, 16H (laurate d'AZT), 20H (myristate 
d'AZT), 24H (palmitate d'AZT), 28H (stéarate d'AZT) enveloppe méthylène); 0,88 ppm (t, 
3H, J=6,8 Hz, CH3-terminal).  
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1.2.1.2 Spectre infrarouge (NaCI) des promédicaments de l'AZT. Les 

dérivés d'AZT synthétisés dans ce chapitre possèdent tous le même 

environnement chimique et ont tous le même patron d'IR. 

Figure 1.3: Spectre infrarouge d'un des esters de l'AZT, où les pics théoriques sont : 
1680-1750 cm-1  C=0, 2100-2200 cm-1  CN, 2850-2950 cm-1, CH3-sp3. Comparé au spectre 
de la molécule mère (AZT), spectre non montré ici, il y a disparition de la bande OH vers 
3200-3600 cm-1  signalant qu'il y a estérification de l'alcool en position 5 de l'AZT. 

1.2.2. Caractérisation des promédicaments liposomaux d'AZT. La taille 

ainsi que le potentiel i des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG 

contenant l'ester d'AZT ont été déterminés dans du PBS. Le diamètre des 

liposomes contenant les promédicaments variait entre 120-160 nm et on 

remarque une légère augmentation de la taille des esters d'AZT avec une 

croissance de la chaîne aliphatique (C12-C18) (Figure 1.8). Le potentiel 

négatif des liposomes contenant l'ester d'AZT (-8,91 à -10,23 mV) (Tableau 

1.IV) est associé aux phospholipides chargés négativement (DMPG). 
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Tableau 1.IV. Variation du potentiel C des liposomes contenant les 
dérivés lipophiles d'AZT ((moyenne ± écart type, n=10,000) 

DPPC/DMPG (liposomes vides) 	 -8,47±1,13 

Laurate d'AZT (DPPC/DMPG) 	 -9,51±1,34 

Myristate d'AZT (DPPC/DMPG) 	 -8,91±1,53 

Palmitate d'AZT (DPPC/DMPG) 	 -9,65±0,29 

Stéarate d'AZT (DPPC/DMPG) 	 -10,23±1,23 

1.2.3 Rétention des promédicaments de l'AZT dans les liposomes. La 

libération des promédicaments d'AZT des liposomes a été calculée selon 

l'équation suivante: 

% de libération = concentration (à t = Oh) - concentration (t = t') x 100 	(1) 
concentration initiale 

Où la concentration (à t = Oh) correspond à la quantité initiale du 

promédicament d'AZT présente dans la préparation liposomale suite à son 

hydratation. Et la concentration (t = t') correspond à la quantité finale du 

promédicament d'AZT présente dans la préparation liposomale suite à sa 

dialyse pour le nombre d'heures correspondant. 

Une des caractéristiques importantes des membranes lipidiques est 

l'existence de la température de transition de phase, où les chaînes 

d'hydrocarbure des phospholipides subissent une transformation d'un état 

ordonné (gel) à un état désordonné (liquide crystallin) [21]. L'état physique 

de la double couche affecte la perméabilité, le taux de libération ainsi que la 

stabilité totale des liposomes [21]. La libération des liposomes formulés avec 

du DPPC/DMPG et contenant l'ester de l'AZT dans du PBS était différente 
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pour les quatre sortes de promédicaments suite à leur incubation à 4, 22 ou 

37°C (Figures 1.5, 1.6 et 1.7). On remarque qu'il y a absence de relation 

entre le nombre de carbones et le degré de rétention. Ce dernier est meilleur 

pour le palmitate d'AZT et le laurate d'AZT (rétention plus longue) aux trois 

différentes températures. Ceci est dû à l'augmentation de la fluidité de la 

membrane (de l'état gel en état liquide crystallin) qui induit une augmentation 

de la libération des promédicaments à travers les couches 

phospholipidiques. 

Le Tableau V démontre que l'augmentation de la longueur de la 

chaîne aliphatique fait diminuer la valeur de la pente dans la courbe 

d'étalonnage (Figure 1.4). Comme l'absorption UV se trouve principalement 

dans le noyau thymine, une élongation de la chaîne aliphatique induit une 

augmentation de l'encombrement stérique autour du noyau et une diminution 

de l'absorbance de la substance. 

Tableau I.V. Variation de la pente de la courbe d'étalonnage (Figure 1.4) 
avec la longueur de la chaîne aliphatique des promédicaments d'AZT 
(moyenne ± écart type, n=3) 

Laurate d'AZT 12 156,8±4,1 

Myristate d'AZT 14 151,2±4,0 

Palmitate d'AZT 16 110,1±4,5 

Stéarate d'AZT 18 91,8±8,8 
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Le 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT), un médicament hydrophile 

possédant une activité inhibitrice de la transcriptase inverse [1-4], est 

présentement utilisé seul ou en combinaison avec d'autres inhibiteurs de 

cette enzyme pour le traitement de l'infection par le virus d'immunodéficence 

humaine (VII-1). L'AZT a été le premier médicament commercialisé pour son 

activité inhibitrice de la réplication du VIH [1]. Dans le but d'améliorer son 

activité antivirale, plusieurs chercheurs ont tenté de convertir cet analogue 

nucléosidique en une varieté de dérivés lipophiles [5-7]. L'AZT conjugué aux 

diacylglycérols monophosphate a démontré une activité anti-VIH comparable 

à celle de la molécule mère [8]. Il a été démontré que les dérivés de l'AZT 

contenant un hydrocarbure polaire et une chaîne hexadécyle possèdent une 

activité anti VIH-1 et manifestent une grande affinité pour les membranes 

lipidiques [6]. De même, les ethers lipidiques liés à l'AZT par des liaisons 

phosphate ont montré une activité antivirale améliorée en comparaison avec 

celle de l'AZT libre [9, 10]. L'estérification de l'hydroxyle avec des chaînes 

alkylées a aussi été étudiée dans une tentative d'augmenter la rétention de 

l'AZT dans le corps [11], de contrôler sa concentration dans le plasma [11] et 

d'améliorer son transport lymphatique [12]. Par ailleurs, une série d'esters 

alkyles et aryles a été synthétisée par Aggarwal et al. afin d'augmenter la 

stabilité et la lipophilicité de l'AZT dans le but d'améliorer son transport à 

travers la membrane plasmatique et les barrières lipidiques [5]. Hostetler et 

al. ont préparé des analogues phospholipidiques d'AZT possédant une 

activité anti-VIH-1 in vitro [13-15]. Les liposomes sont idéaux pour 

l'incorporation de ces composés antiviraux semblables aux lipides. Puisqu'ils 

possèdent une affinité naturelle pour les cellules du système des phagocytes 

mononucléés et les tissus lymphoïdes, les liposomes fournissent ainsi un 

nouveau moyen de transport des médicaments et des promédicaments 

antirétroviraux vers les cellules jouant le rôle de réservoirs aux virus [16-18]. 
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L'incorporation liposomale et l'activité antivirale de certains dérivés 

lipophiles de l'AZT [19] ainsi que d'autres agents antiviraux ont largement 

été étudiées [20]. La molécule d'AZT seule lorsque incorporée dans des 

porteurs liposomaux résulte en une diminution de la toxicité au niveau de la 

mcelle osseuse ainsi qu'en une amélioration de l'activité antivirale [21, 22]. 

Le palmitate d'AZT, un promédicament d'AZT préalablement synthétisé par 

kawaguchi et al. [11] est mieux encapsulé et retenu dans les nanoparticules 

que l'AZT administré sous sa forme libre [23]. 

Dans ce chapitre nous décrivons la synthèse du palmitate d'AZT 

radioactif et évaluons le potentiel d'incorporation et de retention de ce 

promédicament dans plusieurs formulations de liposomes (DPPC/DMPG; 

DPPC/DOPS; DPPC/CHOL) lorsque incubés dans du tampon salin 

phosphate (PBS) ainsi que dans un milieu plasmatique à plusieurs 

températures (4, 22 et 37 °C). 
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2.1 PARTIE EXPÉRIMENTALE 

2.1.1 Produits. Le dioléylphosphatidylsérine (DOPS), le dimyristylphospha-

tidylglycérol (DMPG) ainsi que le dipalmitylphosphatidylcholine (DPPC) ont 

été obtenus de chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). L'AZT a été offert 

par GlaxoVVellcome Inc. (Research Triangle Park, NC). Le CHFAZT, le 

cholestérol ainsi que l'anhydride palmitique ont été fournis par Sigma 

Chemicals Co. (St-Louis, MO). Le plasma de bovin frais a été obtenu de la 

faculté de médecine vétérinaire de l'Université de Montréal. 

2.1.2 Synthèse du [31-1]-palmitate d'AZT. Le [3H]-palmitate d'AZT a été 

synthétisé selon la méthode décrite par Kawaguchi et al. [11]. L'estérification 

de l'AZT (88 mg; 0,33 mmol) et du [31-I]-AZT (0,5 ml; 1,49 mCu/m1) utilisant 

(163,3 mg; 0,66 mmol) d'anhydride palmitique a eu lieu dans de la pyridine 

(2 ml) sur une période de 24 heures à une température de 22°C. Le [31-1]-

palmitate d'AZT a été purifié par chromatographie, où la phase stationnaire 

est le gel de silice et la phase mobile est le CHCI3  : Et-OH (95:5 v/v), et la 

radioactivité spécifique déterminée par comptage à scintillation. La pureté et 

la stabilité du [31-1]-palmitate d'AZT ont été déterminées par spectrométrie de 

masse et par chromatographie sur couche mince (CCM) où la phase mobile 

est le CHCI3 : Et-OH (95:5 v/v). 

2.1.3 Préparation des liposomes. Toute la verrerie a été stérilisée à 180 °C 

pour 4 heures afin d'inactiver les endotoxines bactériennes. Les liposomes 

ont été préparés à partir du DPPC/DMPG, DPPC/DOPS, DPPC/CHOL 

utilisant un rapport molaire de 9:1, 7:3 et 7:3 respectivement. Les lipides, les 

phospholipides et le [3M-palmitate d'AZT (1 µmol dans 10 µmol 

phospholipides/lipides) ont été dissous dans du 2-méthylpropan-2-ol (t-

butanol) tiède, mélangés selon les rapports préétablis, et lyophilisés à -40°C 

pendant 12 heures dans des contenants de verre de 5 ml. Les liposomes ont 
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été préparés par réhydratation avec du tampon salin phosphate (0,85% p/v 

NaCI contenant 10 mM de phosphate de sodium à un pH de 7,4), (1 ml de 

PBS/ 10 µmol de phospholipides/lipides). Les préparations liposomales ont 

été soniquées dans un bain à sonication à 10 W, pendant 15 minutes. 

2.1.4 Caractérisation des liposomes. La taille des liposomes a été 

déterminée par spectroscopie de corrélation de photons (Coulter 4N Plus). 

Le potentiel zêta (Ç) des liposomes a été déterminé par éléctrophorèse 

Doppler (Coulter DELSA 440 SX). 

2.1.5 Incorporation du [3H]-palmitate d'AZT dans les liposomes. Le [31-I]-

palmitate d'AZT non incorporé dans la membrane lipidique a été éliminé par 

chromatographie d'exclusion stérique, recueillant des fractions volumiques 

de 0,5 ml. Des échantillons de liposomes de 0,5 ml ont été passés sur une 

colonne de sépharose 2B, éluée avec du PBS, préalablement calibrée avec 

du [31-I]-AZT, du [31-1]-palmitate d'AZT et de liposomes (DPPC/DMPG). 

2.1.6 Rétention du [3H]-palmitate d'AZT dans les liposomes. Une série de 

liposomes contenant le [31-1]-palmitate d'AZT ont été mis en suspension dans 

du PBS ou dans du PBS contenant 50% v/v plasma. Les échantillons ont été 

placés dans des tubes à dialyse (MW cut-off range: 15000 Da), et dialysés 

contre du PBS à 4, 22 ou 37°C. La radioactivité restant dans le tube à 

dialyse a été quantifiée par comptage à scintillation sur une période de 24 h. 
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2.2 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

2.2.1 Synthèse et caractérisation du rH]-palmitate d'AZT. La 

spectrométrie de masse a donné un pic majeur à m/z = 506,5 correspondant 

à la masse moléculaire calculée du [31-1]-palmitate d'AZT (Figure 2.1). La 

radioactivité spécifique du [31-1]-palmitate d'AZT était de (0,123 ± 0,001) 

Bc/mol. Le rendement a été de (67±3)% et la CCM faite dans du 

(CHC13:Et0H, 95:5 v/v) a donné un Rf de 0,65 correspondant à la valeur 

retrouvée pour le palmitate d'AZT froid synthétisé au chapitre précédent. 

Figure 2.1: Spectre de masse du [31-11-palmitate d'AZT dont la masse exacte est retrouvée 
dans le pic à m/z = 506,5. 



prp 
DPPC/DMPG 99,8 

DPPC/DOPS 92,3 

DPPC/CHOL 98,3 

, 
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2.2.2 Incorporation du [3F1]-palmitate d'AZT dans les liposomes. La 

calibration de la colonne de sépharose 2B (Figure 2.2) a démontré que les 

échantillons liposomaux sont recueillis dans les fractions 6, 7 et 8; le [3H]-

palmitate d'AZT est recueilli dans les fractions 9, 10 et 11; quant au [3H]-

AZT, il est recueilli dans les fractions 13-18 (Figure 2.2). Le [3H]-AZT a été 

utilisé lors de la calibration afin de savoir si le [3H]-palmitate d'AZT subit une 

hydrolyse suite à son introduction dans la colonne de sépharose. Ces 

résultats montrent qu'il est possible de séparer le [3H]-palmitate d'AZT 

liposomal de la fraction libre par une simple chromatographie d'exclusion où 

le [3H]-palmitate d'AZT liposomal sort dans la 8ème  fraction et le [3H]-palmitate 

d'AZT libre commence à sortir dans la 9ème. Les résultats obtenus au tableau 

11.1 et à la figure 2.3 montrent que les liposomes ont une capacité 

d'incorporer le [3H]-palmitate d'AZT avec une efficacité d'environ 100%. Ceci 

est nettement supérieur aux bas niveaux d'AZT incorporés dans les porteurs 

liposomaux (2,5-5,0%) suite à une hydratation passive [22]. 

Tableau 11.1. Incorporation du [3E1]-palmitate d'AZT dans les liposomes 
(moyenne ± écart type, n=10,000) 

2.2.3 Caractérisation des liposomes contenant le [3E11-palmitate d'AZT. 

L'incubation des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG, DPPC/DOPS et 

DPPC/CHOL et contenant l'ester radioactif dans du PBS/plasma résulte en 

une hausse significative du diamètre apparent et en une baisse de la charge 

négative associée aux liposomes formulés avec du DPPC/DMPG et 



DPPC/DMPG 253+18 -10±1 

DPPC/DOPS 273±10 -22±1 

DPPC/CHOL 739±10 -5±1 

853±18 -5.9+0.7 

918±19 -4.7±0.2 
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DPPC/DOPS (Tableau 11.11). Ces résultats montrent que les liposomes 

chargés négativement contenant le [3H]-palmitate d'AZT ont une interaction 

significative avec les protéines plasmatiques ou avec les lipoprotéines. La 

hausse significative au niveau du diamètre des liposomes neutres 

(DPPC/CHOL) indique aussi qu'il y a un certain degré d'interaction 

protéines/lipoprotéines. La fonction azide hydrophobe de l'AZT [24], favorise 

une interaction accrue avec les composants plasmatiques, peut permettre la 

localisation de l'AZT en surface des liposomes plutôt qu'une localisation vis 

à vis aux phospholipides ou au cholestérol. 

Tableau 11.11. Caractérisation des liposomes contenant le [31-1]-palmitate 
d'AZT 

*La taille ainsi que le potentiel 	des liposomes formulés avec du 
DPPC/DMPG, DPPC/DOPS et DPPC/CHOL contenant le [3H]-palmitate 
d'AZT ont été déterminés, sur une période de 24 heures, (a) dans du PBS et 
(b) dans du PBS/plasma. 

2.2.4 Rétention du [31-1]-palmitate d'AZT dans les liposomes. L'incubation 

des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG, DPPC/DOPS ou avec du 

DPPC/CHOL et contenant du [3H]-palmitate d'AZT dans du PBS à 4, 22 ou 

37°C était dépendante de la composition ainsi que de la température 

(Figures 2.4, 5 et 6). Aucune des formulations liposomales n'a montré une 

perte significative du [3E1]-palmitate d'AZT lorsque incubée à 4 ou à 22°C 

5%). La rétention relative de ce promédicament radioactif dans les liposomes 
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à 37°C s'établissait comme suit: DPPC/CHOL __ DPPC/DMPG 

DPPC/DOPS. L'incubation de ces 3 préparations liposomales dans 50% de 

plasma résultait en une libération significative du [3H]-palmitate d'AZT qui 

était, aussi, dépendante de la formulation ainsi que de la température (avec 

une libération de 30-60% sur une période de 24 heures). Des différences 

remarquables ont été détectées au niveau de la libération du [3H]-palmitate 

d'AZT dans les 3 différentes préparations liposomales. Les liposomes 

formulés avec du DPPC/DMPG (Figure 2.4) ainsi que ceux formulés avec du 

DPPC/DOPS (Figure 2.5) ont montré une libération rapide (burst effect: 

rupture de la membrane et fuite subite du promédicament à travers la 

membrane liposomale) tandis que les liposomes formulés avec du 

DPPC/CHOL (Figure 2.6) libérait plus lentement le [3H]-palmitate d'AZT tout 

au long de la période d'incubation. Il a été démontré que l'incorporation du 

cholestérol dans les formulations liposomales diminue la perméabilité de la 

membrane aux solutés en retenant davantage les molécules de 

phospholipides les unes contre les autres [25]. Cette organisation de la 

structure liposomale par le cholestérol peut aussi prévenir la dissociation des 

phospholipides par les lipoprotéines plasmatiques de haute densité et 

maintenir la stabilité liposomale en présence de serum [26]. Ainsi, 

l'incorporation du cholestérol dans les membranes liposomales possède trois 

effets différents: (1) augmenter la fluidité ou la microviscosité de la bicouche, 

(2) réduire la perméabilité membranaire aux solutés et (3) stabiliser la 

membrane en présence d'un milieu plasmatique. 



DPPC/DMPG 0.885 0.589 0.585 0.015 0.014 0.329 

DPPC/DOPS 1.535 1.070 1.333 0.061 0.040 0.552 

DPPC/CHOL 0.070 0.303 0.193 0.033 0.078 0.109 

DPPC/DMPG 7.10 6.00 13.00 0.30 0.61 1.26 

DPPC/DOPS 10.11 8.55 9.48 0.29 0.71 0.92 

DPPC/CHOL 2.10 2.31 2.10 0.25 0.79 0.55 
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Tabeau 11.111. Pourcentage de libération par heure du Pl-palmitate 
d'AZT à partir des liposomes dans un milieu d'incubation de PBS 

Tableau 11.1V. Pourcentage de libération par heure du rH]-palmitate 
d'AZT dans du PBS/Plasma 

*Le % de libération/h du [31-1]-palmitate d'AZT à partir des liposomes a été 
calculé selon l'équation suivante: 

% libération/h = concentration (à t = Oh) - concentration (t = t') x 100 
(1) 

concentration initiale 

Où la concentration (à t = Oh) correspond à la quantité initiale de [3F1]-
palmitate d'AZT présente dans la préparation liposomale suite à son 
hydratation avec du PBS ou avec du PBS suspendu par la suite dans un 
volume équivalent de plasma. Et la concentration (t = t') correspond à la 
quantité finale de [3H]-palmitate d'AZT présente dans la préparation 
liposomale suite à sa dialyse pour le nombre d'heures correspondant. 
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Les liposomes, des vésicules de taille microscopique formées de 

couches concentriques uniques (SUV ou LUV) ou multilamellaires (MLV) de 

phospholipides, ont préalablement été utilisés comme adjuvants [1, 2] ou 

comme transporteurs de médicaments [3, 4, 5]. Il a été démontré que 

l'association d'un bon nombre de médicaments de faible poids moléculaire 

aux liposomes ou aux transporteurs phospholipidiques de médicaments est 

capable de produire des allergies ou des anticorps suite à des applications 

cutanées ou patentérales. 

Le dinitrophénolphosphatidyléthanolamine (DNP) lorsque présent 

dans les liposomes, fonctionne comme un haptène et stimule la production 

d'anticorps anti-DNP [6]. Les liposomes contenant du gallate de propyle, un 

antioxydant déjà utilisé dans les crèmes cutanées à base de liposomes, 

produisent des réponses allergiques suite à des applications répétées [7]. La 

consommation d'une huile comestible dénaturée avec 2% d'aniline induit la 

production d'anticorps chez certaines personnes suite à leur utilisation de 

cette huile dans la préparation de mayonnaise, phénomène reconnu sous le 

nom du syndrôme toxique de l'huile espagnole. Cette huile dénaturée 

lorsque mélangée aux œufs (phospholipides) en présence d'un milieu 

aqueux, se comporte comme un haptène à la surface des liposomes et induit 

la production de réactions autoimmunes [8]. L'amphotéricine B [9, 101, un 

antibiotique polyène lipophile, induit des réponses anaphylactiques chez 

certains patients lorsque administré dans des préparations liposomales [11]. 

Le Propofol, un anesthésique lipophile administré dans des porteurs 

amphiphiles, est aussi immunogène suite à son administration dans des 

émulsions de phospholipides/triglycérides [12]. Par ailleurs, l'incorporation 

d'un certain nombre de médicaments à l'intérieur des liposomes réduit les 

réactions anaphylactiques qui leur sont associées [13-15]. Il a été démontré 

que l'incorporation des allergènes à l'intérieur des liposomes diminue le 
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nombre de réactions anaphylactiques chez les animaux et augmente la 

production d'anticorps [16, 17]. 

La synthèse de promédicaments amphiphiles ayant des chaînes 

membranaires lipophiles a déjà été utilisée afin d'améliorer l'incorporation et 

la rétention des médicaments hydrosolubles dans les porteurs liposomaux 

(ex. les muramyltripeptides [18], les agents chimiothérapeutiques comme le 

5-fluorouracil [19] et les analogues nucléosidiques comme le 3'-azido-3'-

désoxythymidine [20]). La nature amphiphile de ces promédicaments assure 

leur expositon à la face externe des liposomes, résultant en une 

conformation polyhapténique. Ce type de structure possède un potentiel 

significatif pour les lymphocytes B [21]. Bien que plusieurs de ces dérivés ont 

déjà été incorporés dans les liposomes, leur capacité de fonctionner comme 

des haptènes reste à déterminer. 

Le système immunitaire, quand il reconnaît des agents étrangers, 

produit des anticorps d'au moins deux façons: d'une part, les antigènes de 

surface des agents pathogènes se lient à des récepteurs présents à la 

surface des globules blancs appelés lymphocytes B, qui se différencient en 

plasmocytes, prolifèrent et sécrètent des anticorps spécifiques des agents 

pathogènes. Les macrophages se lient aux agents pathogènes et, après les 

avoir phagocytés, en exposent les antigènes à leur propre surface. La liaison 

des lymphocytes T aux antigènes exposés conduit, après différentes étapes, 

à la prolifération des plasmocytes et à la production d'anticorps. 

Théoriquement, il est possible d'obtenir une multiplicité de réponses 

immunitaires (tolérance ou réaction immune) envers chaque déterminant 

antigénique (haptène) d'un antigène. La tolérance implique la différentiation 

des réactivités de l'hôte en deux différentes catégories: l'immunité humorale 

et l'immunité cellulaire. Les réponses humorales sont associées à une classe 

de lymphocytes provenant de la mcelle osseuse et migrant vers les tissus 
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lymphoïdes périphériques. Ces lymphocytes (B) dérivés de la mcelle osseuse 

sont les précurseurs des cellules plasmatiques sécrétant les 

immunoglobulines dont la spécificité est de détecter l'antigène immunisant. 

L'immunité médiée par les cellules inclue un certain type d'hypersensibilité 

ou une réactivité de l'hôte. Quant à l'immunité cellulaire, elle est affectée 

d'abord par les lymphocytes (T) provenant du thymus. 

Chez les animaux sains, la réponse immunitaire obtenue sera 

déterminée par: (1) la structure de l'antigène (la nature du porteur, le nombre 

d'haptènes ainsi que les propriétés physico-chimiques); (2) la manière dont 

l'antigène est présenté (la porte d'entrée, les adjuvants ainsi que la dose 

d'antigènes) et (3) la constitution génétique de l'hôte. Durant les trois 

dernières décennies, des complexes transporteurs-haptènes conventionnels 

(ex. haptène-protéine ou haptène-polysaccharide) ont fréquemment été 

utilisés afin d'étudier l'effet de la présentation de l'antigène sur la réponse 

immunitaire [22]. Une des applications immunologiques, préalablement 

utilisée comme transporteur antigénique nonimmunogène, est le modèle 

membranaire liposomal [23]. Plusieurs antigènes protéiniques (ex. les 

globulines gamma, l'albumine et la toxine au choléra) peuvent être attachés 

à la surface liposomale [24-27] par liaison covalente à un des phospholipides 

[28-30], ou par insertion artificielle d'un récepteur [31]. 

Ce chapitre comporte deux études distinctes. La première décrit la 

capacité du palmitate d'AZT liposomal de fonctionner comme un haptène 

suite à son administration in vivo et la seconde décrit l'effet de la variation de 

la concentration du palmitate d'AZT liposomal sur la production d'anticorps. 
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3.1 PARTIE EXPÉRIMENTALE 

3.1.1 Produits. Le dioléylphosphatidylsérine (DOPS), le dimyristylphospha-

tidylglycérol (DMPG) ainsi que le dipalmitylphosphatidylcholine (DPPC) ont 

été obtenus de chez Avanti Polar Lipids (Alabaster, AL). Le palmitate d'AZT 

a été synthétisé au chapitre I. Les anticorps anti-souris (IgG et IgM) ainsi que 

le 2, 2-azino-di-[3-éthylbenzthiazoline sulfonate] (substrat ABTS) ont été 

fournis par Southern Biotechnology Associates Inc. (Birmingham, AL). Les 

plaques d'ELISA Immulon-3 ont été obtenues de chez Dynatech Laboratories 

(Chantilly, VA). 

3.1.2 Préparation des liposomes. Toute la verrerie a été stérilisée à 180 °C 

pour 4 heures afin d'inactiver l'endotoxine bactérienne. La première série de 

liposomes a été préparée à partir du DPPC/DMPG et du DPPC/DOPS, 

utilisant un rapport molaire de 9:1 et 7:3 respectivement et une concentration 

de 1 µmol du palmitate d'AZT (synthétisé au chapitre l) dans 10 µmol de 

phospholipides. Quant à la deuxième série, elle a été préparée à partir du 

DPPC/DMPG utilisant un rapport molaire de 9:1 et une concentration de 

0,04; 0,1 et 0,2 µmol du palmitate d'AZT dans 10 µmol de phospholipides. 

Les phospholipides et le palmitate d'AZT ont été dissous dans du 2-

méthylpropan-2-ol tiède (t-butanol), mélangés selon les rapports préétablis, 

et lyophilisés à -40°C pendant 12 heures dans des contenants de verre de 5 

ml. Les liposomes ont été préparés par réhydratation avec du tampon salin 

phosphate (PBS) (0,85% p/v NaCI contenant 10 mM de phosphate de 

sodium à un pH de 7,4), (1 ml de PBS/ 10 µmol de phospholipides/lipides). 

Les préparations liposomales ont été soniquées avant qu'elles soient 

utilisées dans un bain à sonication à 10 W, pendant 15 minutes. 
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3.1.3 L'AZT liposomal. Les liposomes formulés avec du DPPC/DMPG 

contenant l'AZT hydrosoluble non estérifié ont été préparés par hydratation 

des phospholipides lyophilisés avec une solution de 5 mg/mi d'AZT dans du 

PBS. L'AZT non-incorporé a été enlevé par chromatographie d'exclusion 

stérique utilisant une colonne de Sephadex G-25 (PD-10). Les fractions 

contenant l'AZT liposomal ont été recueillies et l'incorporation de l'AZT a 

ainsi été déterminée par spectroscopie UV. La concentration de l'AZT a 

préalablement été ajustée pour donner une concentration de 0,1 µmol 

d'AZT/1 µmol de phospholipides [32]. 

3.1.4 L'immunisation l er  protocole d'immunisation: quatre séries de cinq 

souris femelles du type CD1 (âgées entre 7-9 semaines) chacune ont été 

immunisées 1 fois par semaine, par injections s.c sur une période d'un mois 

avec des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG (9:1 en rapport molaire), 

utilisés comme contrôle, pour le 1«  protocol d'immunisation, avec des 

liposomes formulés avec du DPPC/DMPG contenant du palmitate d'AZT pour 

la deuxième série, avec des liposomes formulés avec du DPPC/DMPG 

contenant une dose équivalente d'AZT hydrosoluble pour la troisième ou 

avec des liposomes formulés avec du DPPC/DOPS (7:3 en rapport molaire) 

contenant du palmitate d'AZT pour la quatrième (Tableau 111.1). 

Tableau 111.1. Premier protocole d'immunisation pour les quatre séries de 
souris 

MO 
1 
	

1 µmol de DPPC/DMPG (contrôle) 
2 
	

0,1 µmol de palmitate d'AZT dans 1 µmol de 
DPPC/DMPG (9:1)  

3 
	

0,1 µmol d'AZT hydrosoluble dans 1 µmol de 
DPPC/DMPG (9:1)  

4 
	

0,1 µmol de palmitate d'AZT dans 1 µmol de 
DPPC/DOPS (7:3)  
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2ème  protocole d'immunisation: six séries de souris femelles du type 001 

(âgées entre 7-9 semaines) de cinq souris chacune ont été immunisées 1 

fois par semaine, par injections s.c sur une période d'un mois avec 0,25 µmol 

de palmitate d'AZT libre pour la première série, avec 0,50 µmol de palmitate 

d'AZT libre pour la deuxième, avec des liposomes formulés avec du 

DPPC/DMPG (9:1 en rapport molaire) pour la troisième, avec des liposomes 

formulés avec du DPPC/DMPG (9:1 en rapport molaire) contenant du 

palmitate d'AZT (1 µmol de phospholipides contenant 0,04 µmol ou 0,1 µmol 

ou 0,2 p.nnol du palmitate d'AZT dans une dose volumique de 200 µI) pour la 

quatrième, cinquième et sixième série respectivement (Tableau 111.11). Le 

serum a été recueilli une semaine après la dernière immunisation pour les 

deux séries de souris et les anticorps ont été dosés par ELISA. 

Tableau 111.11. Deuxième protocol d'immunisation pour les six séries de 
souris 

1 
	 0,25 µmol de palmitate d'AZT libre 

2 
	

0,50 µmol de palmitate d'AZT libre 
3 
	

1 µmol de DPPC/DMPG 
4 
	

0,04 p.mol de palmitate d'AZT dans 1 µmol 
DPPC/DMPG 

5 
	

0,10 µmol de palmitate d'AZT dans 1 µmol 
DPPC/DMPG 

6 
	 0,20 µmol de palmitate d'AZT dans 1 µmol 

DPPC/DMPG 
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3.1.5 L'ELISA. L'ELISA sur phase solide a été étudiée utilisant comme 

support solide des liposomes contenant le palmitate d'AZT (1 p. mol de 

palmitate d'AZT dans 10 µmol de DPPC/ml de PBS). Les échantillons de 

serum (20 1_11) ont été incubés pendant une heure avec 0,1 µmol de support 

solide et lavés par la suite par centrifugation (12000 x g, 10 min) avec du 

PBS. Après une heure d'incubation avec des anticorps anti-souris (du type 

IgG et IgM marqués avec de la peroxydase de cheval) et de lavages par 

centrifugation, les anticorps de souris liés aux liposomes sont détectés après 

une incubation avec le substrat 2, 2-azino-di-[3-éthylbenzthiazoline 

sulfonate] (ABTS)/peroxydase. Les niveaux d'anticorps pour les 

immunisations de souris ont été analysés utilisant le t-test de Student [35]. 
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3.2 RÉSULTATS ET DISCUSSION 

3.2.1 Réponse immunitaire contre le palmitate d'AZT liposomal pour le 

1er  protocol d'immunisation. le palmitate d'AZT liposomal a induit peu ou 

pas de réponse en anticorps IgG suite à l'administration s.c. répétée 

(P>0,05) (Figure 3.1). Cependant, des anticorps contre le palmitate d'AZT du 

type IgM ont été détectés chez les souris injectées avec du 

DPPC/DMPG/palmitate d'AZT (P<0,05) ou avec du DPPC/DOPS/palmitate 

d'AZT (P<0,05) (Figure 3.2). Les souris immunisées avec les liposomes du 

type DPPC/DMPG contenant la même dose en AZT non estérifié, incorporée 

dans la phase aqueuse interne des liposomes, n'ont produit aucune sorte 

d'anticorps (P>0,05) par rapport au contrôle, prouvant que l'expression de 

surface de l'AZT est importante pour la reconnaissance immunologique. De 

même, les souris immunisées avec les liposomes du type DPPC/DMPG 

(contrôle) n'ont produit aucune sorte d'anticorps anti-AZT. La capacité des 

liposomes formulés avec du DPPC/DOPS à présenter le palmitate d'AZT 

apparaît comme étant significativement meilleure que celle des liposomes 

formulés avec du DPPC/DMPG. On a déjà démontré que les liposomes du 

type DPPC/DMPG sont des meilleurs adjuvants que ceux formulés avec du 

DPPC/PS [32]. Bien que ces deux dernières formulations soient de charge 

négative, leur capacité à présenter le palmitate d'AZT à leur surface est 

différente. Les liposomes formulés avec du DPPC/DOPS ont une membrane 

plus fluide que ceux formulés avec du DPPC/DMPG (Tm  —11°C pour le PS 

vs. 25°C pour le DMPG [34]). La fluidité membranaire des liposomes 

(DPPC/DOPS) permet au palmitate d'AZT d'avoir un plus grand caractère 

hapténique car sa présentation à la surface liposomique est plus prononcée 

que lorsqu'il est dans les liposomes formulés avec du DPPC/DMPG. Cette 

dernière formulation fait en sorte que le palmitate d'AZT est plus retenu par 

les molécules de phospholipides et par conséquent est moins « visible » par 

les lymphocytes B afin de produire des anticorps. Les résultats du présent 



91 

chapitre montrent que c'est la fluidité membranaire, plutôt que la composition 

phospholipidique qui est responsible de la production d'anticorps contre le 

palmitate d'AZT. 

3.2.2 Réponse immunitaire contre le palmitate d'AZT libre et liposomal 

pour la 2ème  série d'injections. En comparant la réponse immunitaire des 

souris injectées avec du palmitate d'AZT libre et liposomal, on remarque une 

augmentation de la dose d'anticorps IgG et IgM avec l'augmentation de la 

dose de palmitate d'AZT (Figures 3.3 et 3.4). On remarque aussi que la 

réponse immunitaire chez les souris injectées avec du palmitate d'AZT 

liposomal est plus prononcée que celle observée chez les souris injectées 

avec le promédicament libre (P<0,05 pour des injections de 0,1 µmol de 

palmitate d'AZT liposomal vs. P : N/S pour des injections de 0,25 Lmol de 

palmitate d'AZT libre (Figure 3.3)), prouvant que le palmitate d'AZT est plus 

susceptible de produire une réponse immunitaire dans sa forme liposomale 

que dans sa forme libre. Les souris injectées avec du palmitate d'AZT libre à 

une concentration inférieure ou égale à 0,1 µmol (résultats non montrés ici) 

n'ont produit aucun anticorps. Les liposomes présentant le palmitate d'AZT à 

leur surface sont capables de produire des anticorps IgG et IgM à une 

concentration aussi faible que 0,1 µmol en palmitate d'AZT (P<0,05 (Figure 

3.3)). Ces résultats montrent que le palmitate d'AZT est capable de produire 

des anticorps seul ou en combinaison avec les liposomes. Ceux-ci sont 

essentiels pour la présentation du palmitate d'AZT à des concentrations 

aussi faibles que 0,1 µmol. 
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Depuis la découverte des liposomes par Bangham en 1963 [1], 

plusieurs applications ont été évaluées et étudiées [2-8]. Les liposomes ont 

plusieurs caractéristiques importantes qui définissent leur potentiel comme 

transporteurs de médicaments. Ces vésicules lipidiques présentent plusieurs 

avantages dont les plus importants sont: 

1. Étant obtenus à partir des phospholipides naturels, les liposomes sont 

complètement biocompatibles et causent peu d'effets secondaires à 

l'organisme. 

2. Les principes actifs peuvent être incorporés, soit dans la phase aqueuse 

interne soit dans la bicouche phospholipidique. 

3. Les composés incorporés dans les liposomes sont protégés du milieu 

externe et produisent ainsi moins d'effets secondaires à l'organisme. 

4. Les liposomes ont la capacité d'introduire à l'intérieur des cellules les 

molécules de médicaments par fusion ou par endocytose. 

À cause de leur versatilité structurale en termes de taille, de 

composition, de charge de surface, de fluidité membranaire et de capacité à 

incorporer pratiquement n'importe quel type de médicament sans peu 

importe sa solubilité, les liposomes sont des vecteurs idéaux pour usage 

clinique. 

Les liposomes sont de plus en plus utilisés comme transporteurs pour 

les médicaments ayant des propriétés pharmaco-cinétiques non favorables 

(ex: courte demi-vie dans le plasma ou inactivation métabolique rapide). 

Étant connus pour leur capacité d'encapsuler les enzymes [9], les hormones 

[10], les antibiotiques [11] et les agents cytostatiques [12], les liposomes ont 

aussi été reconnus pour leur aptitude à véhiculer des analogues 

nucléosidiques anti-VIH-1 [13] et les promédicaments de ceux-ci [14, 15]. 

Ces études ont démontré que l'activité antivirale des analogues 

nucléosidiques anti-VIH-1 liposomaux a été maintenue ou améliorée par 
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rapport au médicament libre. De plus, une diminution de la toxicité a été 

observée pour certaines formulations [17]. 

Les promédicaments lipophiles du 3'-azido-3'-désoxythymidine (AZT) 

ont été préalablement synthétisés dans le but d'augmenter l'activité antivirale 

et d'améliorer la biodisponibilité de la molécule mère dans le sang. Bien que 

plusieurs de ces promédicaments ont déjà été incorporés dans des 

formulations liposomales, leur stabilité dans le plasma ainsi que leur 

potentiel hapténique restent encore à déterminer. La synthèse d'une série 

lipophile d'esters aliphatiques d'AZT (C12-C18) a déjà été publiée par 

Kawaguchi et al. [18]. Dans ce mémoire on a décrit: a) la synthèse, la 

caractérisation ainsi que le degré de la rétention de quatre promédicaments 

lipophiles d'AZT (le laurate d'AZT, le myristate d'AZT, le palmitate d'AZT et 

le stéarate d'AZT) dans les liposomes (chapitre 1), b) la synthèse du [3H]-

palmitate d'AZT, son incorporation, sa rétention ainsi que sa libération 

induite par le plasma à partir des porteurs liposomaux (chapitre 11) et c) la 

capacité du palmitate d'AZT d'agir comme un haptène suite à son 

encapsulation dans les liposomes (chapitre 111). 

Des liposomes multilamellaires (0,12-0,16 p,m) ont été préparés par 

lyophilisation d'un mélange de phospholipides (DPPC/DMPG) dans du t-

butanol et ce en présence des promédicaments d'AZT (C12-C18). Suite à la 

réhydratation, une étude de la taille, de la charge et de la rétention de ces 

promédicaments dans les liposomes en présence de tampon salin phosphate 

(PBS) a été faite à 4, 22 et 37°C. 

Le potentiel des liposomes était négatif pour les quatre préparations 

(-8,91 à -10,23) (Tableau 1.IV). Cette charge est associée aux 

phospholipides chargés négativement (DMPG) et dont on s'est servi pour la 

formulation des liposomes. La libération de l'ester d'AZT à partir des 

liposomes formulés avec du DPPC/DMPG et dans du PBS à 4, 22 ou 37°C 
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était différente pour les quatre sortes de promédicaments. Une meilleure 

rétention pour le palmitate d'AZT ainsi que pour le laurate d'AZT a été 

observée, et ce, aux trois différentes températures. De même, une 

augmentation du taux de libération en allant de 4 à 37°C, était observable 

dans ces deux formulations, due à l'augmentation de la fluidité membranaire 

qui induit une augmentation de la libération des promédicaments à travers 

les bicouches phospholipidiques. Une élongation de la chaîne aliphatique 

sur la fonction hydroxyle présent en position 5 de la molécule d'AZT a fait 

diminuer la valeur de la pente dans la courbe d'étalonnage (Tableau I.V et 

Figure 1.4). Puisque l'absorption UV se trouve principalement dans le noyau 

thymine, une élongation de la chaîne aliphatique induit une augmentation de 

l'encombrement stérique autour du noyau thymine et une diminution de 

l'absorbance de la molécule. 

Des liposomes multilamellaires (0,2-0,7 µm) ont été préparés par 

lyophilisation d'un mélange de lipides/phospholipides dans du t-butanol en 

présence du palmitate d'AZT marqué avec du [3H]. Suite à la réhydratation, 

une étude d'incorporation liposomale et de rétention subséquente en 

présence de tampon salin phosphate (PBS) et de PBS/plasma (1:1 v/v) a été 

faite à différentes températures avec plusieurs formulations de liposomes. 

L'incorporation liposomale du [3H]-palmitate d'AZT est meilleure avec 

une chaîne de palmitate lipophile. La rétention du [3H]-palmitate d'AZT dans 

les liposomes en présence de PBS est excellente avec 5 à 10% de perte sur 

une période d'incubation de 24 heures. L'incubation des liposomes 

contenant le [3H]-palmitate d'AZT dans le plasma résulte en une perte 

significative du promédicament avec le temps. Le mécanisme par lequel le 

cholestérol stabilise les liposomes in vitro peut s'expliquer par l'action des 

lipoprotéines de haute densité qui prélèvent les molécules phospholipidiques 

contenant peu ou pas de cholestérol dans leur formulation [19]. Le 
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cholestérol, en retenant les molécules de phospholipides les unes contre les 

autres non seulement réduit la perméabilité de la bicouche mais prévient la 

mobilité des phospholipides et leur dissociation subséquente par les 

lipoprotéines, probablement en formant des complexes avec celles-ci [20]. 

Des souris femelles du type CD1 ont été immunisées 1 fois par 

semaine sur une période d'un mois avec du palmitate d'AZT libre et 

liposomal ainsi qu'avec des liposomes contenant l'AZT non estérifié. Une 

étude d'ELISA a été faite afin de pouvoir déterminer la présence des 

anticorps IgG et IgM retrouvés dans le serum des souris. Des injections 

répétées de liposomes contenant le palmitate d'AZT résulte en une induction 

d'anticorps IgG et IgM chez les souris. L'absence d'une réponse immunitaire 

contre l'AZT non estérifié incorporé dans les liposomes montre que la 

molécule est présentée sur la surface des liposomes plutôt qu'à l'intérieur de 

ceux-ci. À une concentration plus faible que 0,1 µmol en palmitate d'AZT, il y 

a absence de production d'anticorps. L'encapsulation du palmitate d'AZT 

dans les liposomes est capable de produire des anticorps à une 

concentration aussi faible que 0,1 µmol/10 p.mol de phospholipides. 

L'induction d'une réponse immunitaire contre les liposomes contenant l'ester 

d'AZT peut affecter la biodisponibilité ainsi que le temps de résidence dans 

la circulation sanguine. 

La synthèse des promédicaments d'AZT a permis à celui-ci d'avoir un 

caractère lipophile afin qu'il puisse s'intercaler dans les bicouches 

phospholipidiques des liposomes et avoir ainsi un meilleur taux 

d'incorporation. Le [3H]-palmitate d'AZT liposomal, lorsqu'il est présent dans 

un milieu contenant du plasma, est libéré plus rapidement des liposomes 

sous l'action des protéines plasmatiques qui s'adhèrent aux phospholipides 

et les enlèvent de la surface liposomale libérant ainsi le [3H]-palmitate d'AZT. 

Le palmitate d'AZT est capable de produire des anticorps seul ou en 



combinaison avec les liposomes. La réponse immunitaire chez les souris 

injectées avec du palmitate d'AZT liposomal est plus prononcée que celle 

observée chez les souris injectées avec le promédicament libre, prouvant 

que le palmitate d'AZT est plus susceptible de produire une réponse 

immunitaire dans sa forme liposomale que dans sa forme libre. 
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