ABREVIATIONS ...ecuviveireeeeeresseeseeseessessessesssessessessesssessessessssssessessesssensessessesssessessessssssessessesssssessesesnsessessessesssanns 9

RESUME .....uiuiuiueurueneusnssssssssssssststsa st ettt se e e s b bbb bbbttt et e e e e e s s s s s bbb bbbttt tatas 12
SUIVIMIARY eiiiiiuiiiiiuniiiiianiimmesiiimmssiimmsssssmssssstrassssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssssssssssssssssssssssssssssassssssassssssassssssnnss 16
INTRODUCGTION ...ccuuutiiiiiiititeiiiisiirreaeeisissrrsssssssissssrrsasssssssssttreasssssssssstrsssssssssssssressssssssssssseessssssssssssnessnssssss 19
1. PEPTIDES ET PROTEINES ..ititititiieeeeeeeeeeeeeeeeieieiesesesesesasesaseseeeeeeeeseeseeseseesesesssesesesesesesesesssesesassssssessseeesesseeeessneesens 20
2. LAVOIE ORALE
2.1. BAITIEIE @NZYMOALIQUE ...ttt ettt et s e sttt ate st e et e et asaseesateasaseensseenaneenses 26
2.2. BOITIIE MUQUEUSE ......eeeeeeeeeeeeeeeeeeete e e e et a e e e e e ettt et e e e eaestssaeaaeeeassesssssseaaseaasssssasaaenasssssnees 27
2.3. Lo T LT (=0 £ A (o [V L= 28
D T B I IV 1= o =T Lo =Y | ] - 1 PSSR 29
2.3.1.1. LI 1Yo T L A = ol L = 30
2.3.2. LA VOIE PArACEIUIGINE . ..iiieiieeetiee et e e et e e st e e e e sataeeeeabeeesabaeaassbeeessbeeesnbaeeeastaeenares 31
3. STRATEGIES ACTUELLES EN VUE D’AUGMENTER LA BIODISPONIBILITE DES PEPTIDES ET PROTEINES ..vvvvvuevurenennnrnnnnnnnsenenens 32
3.1. Modifications chimiques €t SErUCTUIEIIES. .............cccceeeeeieieeeeeeeeee et e e eeseeaestaa e e e 32
3.2. Utilisation de promoteur d’aBSOIPEION ...............eveeeeeeciiiieee et eeesee e e e eee e se st e e e e e e sstssaaaaeas 34
3.3. LeS iNRIDIteUrs @NZYMQATIGUES .........ceeeveeeeeeiieeeeeeessie e e st eestte e et tte e e st e e e et staaesssaasatseaeenseaasnses 35
3.4. 270 Yo [o |1 T2 (o] ¢ BTSSP 36
3.5. [0 Tote ¢ XYV ] o [ 4 Lo T S 39
TR 0 I 1o o U [ o L PSS 39
ST N e To 1Yo o o V=T F OO PSP UPPPRURPPPIINY 40
o TR T & 1Yo [ o =] ST UUP USRI 40
3.5.4.  Systemes particulaires solides... .41
3.5.4.1. P LG A ettt b e e e b et e et b et e e ehb e e s e bt e e e bbeeeaa bt e e sbaeeeanneeennnet 43
3.5.4.2. o 1Y O PPRUTTRNN 45
3.5.4.3. Poly-€-caprolactone............ .
3.5.4.4. Poly(Cyanoacrylate d’alKyl) ......cceeoueeeiiceeeceeceee et re e e e e e be e e e reerae s
3.5.4.5. 1V T == Tl Y7 Lo U<
3.5.4.6. =T T <R
3.5.4.7. FAY 441 Ts (o] o OO OO SO OO PPUPIOPSRRPOO
3.5.4.8. (0T e 1T [ o SRS
3.5.4.8.1.  Modifications du ChItOSAN ..cccueiiiiiriiiiiieie ettt st e st e sbeesaaesaneenee
3.5.4.9. Particules lipidiques.........cccccvveeneen.
3.5.4.9.1. Production par émulsion chaude
3.5.4.9.2. Production par homogénéisation a haute PresSioN .........cccveeeciiieiiiee et e e eaees 54
3.5.4.9.3. Production par émulsion de solvants avec évaporation ... ..55
3.5.4.9.4. Production par émulsion de solvants avec diffusion.........c.ccceecvverierireciese e 55
3.5.4.9.5. Production par utilisation de fluide SUPErcritiqQUEe..........ccovviiieiiiiieciieece e 56
3.5.4.9.6.  LibEration de 13 Proteine ......cceeeceiiiecie ettt ettt s ee e e s e e e e e e nteennaenne e 56
3.5.4.9.7. Administration orale de particules lIPIdiQUES...........cccverierieerireeeree e see e 57
3.5.4.10. Paramétres influencgant la biodisponibilité des systémes particulaires solides...........ccceeveeeicvvveennns 59
3.5.4.10.1. Effet de la taille des PartiCUIES .........cceeeeieiiiieeee et et e e et e ssaeeneenes 59
3.5.4.10.2.  Proprités de SUMACE .......cceecuieiierieeiteescteestee et et e e teeseesaeeteessaeeteesnse et aeesseeenseesseeenseesseesnseanns 60
3.5.4.10.3.  RElArZUAEE IN VITIO .eeiiiiiieiiiieeciieecie ettt e ettt e e bte e et te e e e bb e e e eabeeeeesteeeessaeessbeeesstaaasnsneas 61
4. FORMULATIONS COMMERCIALISEES, EN PHASE DE DEVELOPPENT OU EN PHASE CLINIQUE ..vvvvvvvveereeeeeererererereeeeeeeeeeeeeens 61
4.1. Pepte//igenceTM ................................................................................................................................ 62
4.2. Transient Permeability @NAANCEE (TPE™ ) oo rreeeeeeseeeeeeeeeeeeseeeeeesseeseesssssessssesessassseesessseesessanes 62
4.3. ’
4.4.
4.5, o] oY o Lol o | RS 63
5. APPROCHE GENERALE DU TRAVAIL 1.uuttttesuureeeetreeessueseessusteessstaeessseesessasssesssssessssssessssssesssseeesssssesssasessesssssenessns 64



MATERIELS ET IMETHODES........veeueititeeseeseeseessessessessssssessessesssessessessssssessessessssssessessssssessessesssessessessessessessessesns 68

Lo IVIATERIELS ettt eittee e sttt e e ettt e e e iteeesabteeesasteeeeesastaaesabaeeaessteeesaseaaesassaeesasbeeesassaaeaesasbaeesasbaeesassaeessbeeesnntaeesansanas 69
R 1Y/ 1= 1 o 0] TP POPTPPRRPPN 71
2.1. Préparation des nanoparticules de chitosan et HTCC contenant de I'insuline ou du CMS.............. 71
2.2. Préparation des cSLN contenant de I'insuline ou du CMS ...........cccueeeeceeeeeciiieeicieeecsiieeeeecea e 72
2.3. [0 Lo X Yo [ =2 (=3 M 10 XYV [ 1= UUT 73
2.4. [0 Jo 1= [V 6 1Y KR 73
2.4.1.  Préparation des EChantilloNS.........ccieeieereiieeee et e e s e s e e e e st e teennteereennes 73
A N 0 o 1-F- = { o L= =T ol 11y T =SS 74

2.5. Efficacité d’encapsulation et charge effective dans les nanoparticules de chitosan et HTCC ......... 75
2.6. Efficacité d’encapsulation dans 1€S CSLIN ..............eueeeeeeeeceeeeiee et ee ettt e e e e e eeesctreaa e e e e s ssnnans 75
2.7. Analyse de taille et du POLENTIEI ZETA ..........ceeeeeeeeeeeeeeeeee e e et este e e et a e esteeeestea e e sneeas 76
2.8. Microscopie électronique O traNSMUSSION ..............ueeeeeeeeiiiiieieeeeeeceieeeeeeeeescteaaaaeeeeeessitseaaaeeeessnsans 76
2.9. Evaluation de 10 DIOAARESION ...........cecueeveeeeeiiiesieesiie ettt sttt ettt steesane e 76
2.10. Stabilité envers les enzymMes dIGESTIVES .............ueeeeieeeeceiiieeeeeeceeeee e e eeeteteaa e e e ee e e e e sittaaaaeessssassaaaaans 77
2.11.  AQrégation €N MiliQU GCIAE...............cccueeesuieeeeeeieeeeee e s e e et e e s e e e ettt e e st e e e s isaaaeassssasssseaesseeens 77
2.12.  Etudes de diSSOIULION iN VItIO..........ccccueeeeiiiieeeite ettt e sttt st e et e e st e e e sataaessasaeaesaseeeas 78

2.12.1. Chitosan et HTCC
2.12.2. cSLN

2.13.  Evaluation de l'intégrité de I'insuline aprés formulation...............cccceevcueeeecvieeeciieeeescieeeeceea e 79
2.13.1. EXEraction de I'INSUIINE ...cccueeiieeie ettt st et e e st e e aeesseessteeneeenseenseesnseenseenneas 79
2 0 O O o1 o X=1 o 4 I 1 SRS 79
2130120 CSEN ettt b b et a bt h e R et bt bttt at bt b e et et n e bbb e e e 79
2.13.2. Test fFoNCioNNEl de I'INSUINE.......eiceeeieeeeee e et e et e s e e e e steesaneeneesneas 80
2,14, CUILUIE COIUIQIIE. ...ttt ettt sttt ettt s st ettt e s e e bt e stesbeesbeesaseenas 80
2.15.  Etude du transport sur une monocouche cellulaire de co-culture Caco-2/HT29..........ccoueevvveeueenn. 81
2.16.  Evaluation in vivo de différentes formulations.............cccuueeevueeeeeieeeesiieeeecieeesceeeeeseeeeeea e e
2.16.1. Les animauX de [ah0ratoire ......cc..ieceerieeic ettt e e ereeneenneas
2.16.2. LCT < U =l oo T o T K] = <O RPSRE
2.16.3. Evaluation de I'efficacité in vivo de différentes formulations
RESULTATS ET DISCUSSION ....ccveeverueeeressessesessessessessessesessessessessssessessessessssessessessessssessessessesessensessessssessensessesens 85
1. CARATERISATION PHYSICO-CHIMIQUE ET ETUDE IN VIVO...uuuuuuuuuuuununnnensnsnsssssssssssssssssssssssssnnnsnsnsnsnsnsnsnsnsnsssnsnsssssnnnns 86
1.1. (011X Ty =1 - I [ OSSP 86
1.1.1.  Insuline .ccevveeveeeneeniciieee ... 86
1.1.1.1. DT ] o TUTaTe Y g o =T8T 86
1.1.1.2. o =T o =Y =] - S 89
1.1.1.3. Efficacité d' enCapSUlatioN ........iiiiuiiiiiiie et s s e e et e e st e e et e e e s ataeeennee 91
1.1.1.3.1.  Influence du diametre des PartiCUlES .........ccvevireceereeeeece e e ee s 91
1.1.1.3.2.  Influence de la quantité d’insuling INILIAlE ..........cceeriieiieee s

1.1.1.3.3.  Influence de 1a qUANTITE de TPP.....cccuiiiiiiie ettt et ae e e tr e s b e e e sabaeasneneas
1.1.1.4. Evaluation de 12 MUCOAANESION ......cccuiieiieie e st e s see e s eeteesseeeaeenneean
1.1.1.5. EtUAE & diSSOIULION ..veiiiiiiiieieesit ettt ettt et sttt e eateesbe e sabeenbeesabeebeesnaeenbeens
1.1.1.6. Stabilité en présence d’enzymes digESTIVES.......cccuiiiiiiiiiiiiie et re e e sae e
1.1.1.7. Test fonctionnel de I'inSUliNe.......coevcvveceeereeceeceeeeee e

1.1.1.8. Evaluation du passage in vitro sur une monocouche cellulaire

1.1.1.9. CONCIUSIONS .ttt sttt ettt ettt et sttt e s at e e bt e shb e sabe e bt e eateesaeeeabe e ebaesate e bt e saseenbeesasesnbeesaneenbeens
1.1.2.  Colistiméthate de SOUIUM ......eccuiiiieeeesie e se et e e e et e e s e e et e e s a e eseesseeenteesseesnaeesseesnseeseesnns
1.1.2.1. Caractérisation des NANOPAITICUIES .....cccuiiiiiiiiiiiiiee ettt e st e e s sar e e s b e e esabeeessaaaenns
1.1.2.2. 0o [0 [T Yo [V 4 T oIS

1.1.2.3. Evaluation du passage in vitro sur une monocouche cellulaire



0 N [ U111 TIPS TUPPPRUUTPPPRN 113

1.2.1.1. FOrMUIGLION dES CSLN ...ttt ettt sttt st e st e bt e e sbteebeesatesabeesbaesabeenbeesaes 113
1.2.1.2. (07 Tt €T AT o g e LT oY I S 117
1.2.1.3. Evaluation de 12 MUCOAANESION ......couiiiiiiiie ettt e 120
1.2.1.4. Stabilité des cSLN €N MIlIEU @CIHE......oivueiriiiriieieeee ettt st e s e saeesene s 121
1.2.1.5. 0o [0 [T Yo (U4 T oI 123
1.2.1.6. Stabilité en présence d’'enzymes digESTIVES.......cccuiiiiiiiiiiiie ittt evee e siae e 126
1.2.1.7. Test fFoNctionNel de 'INSUINE ......ocueeeie e et eenaeenneeenes 128
1.2.1.8. Evaluation du passage in vitro sur une monocouche cellulaire ... 129
1.2.1.9. CONCIUSIONS .ttt ettt ettt et bt e st e bt e s at e e bt e sht e s bt e bt e eateesateeabeeeaaesabeesbeesabeebeesasesnbeesnneensaans 131
1.2.2.  Colistiméthate de SOUIUM ......occuiieiieeecie et e e e e e et e s e et e e s st eebeesseeenteesseesnteesseesnseenneesnns 132
1.2.2.1. Caractérisation des NANOPAITICUIES .....c.eevveeeuirecierie e eree et e et e e esee e esreesseeeaeesneeeseesneean 132
1.2.2.2. EtUAE e diSSOIULION ..ttt ettt et ettt sba e et e sat e st e e saaesabesnbeesaees 134
1.2.2.3. Evaluation du passage in vitro sur une monocouche cellulaire........ccceeeeeveereeeciene e 135
2. L 00 =T L7 1Y/ S 136
2.1. GEIUIE GASLIOIBSISTANTE ... et e e e ettt a e e e e ettt e e e e e se e e s s ssasaaaaeessssssesasaaassens 137
2.2. EtUde iN VIVO PrelIMINGITe.............oeeeeeeeee et e e e e ttee e e tea e et ta e e e ettt e e e ansaaesstseaeessseseenees 137
2.3. Etude in vivo

2.4. CONCIUSIONS ..ottt ettt e e e ettt e e e e e st ae e e esesbas e aaaaeseesasassssaaseeesssssseseseenssases
CONCLUSIONS GENERALES ET PERSPECTIVES........ccoueueeieeccencncnsssnsasssasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssnss 146
BIBLIOGRAPHIE ......ciituuiiiiinniiiiineiiiiieniiiieeiiiiasiimmesssiimssssstrssssssrasssssrasssssrasssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnssssssanss 149

ANNEXES......ccovvvinnn eeeeassseeeseeeeeaassseeeettetaaaatateetettaasasstestettaasssitetetettanssrsteeteetaansssttisseeeranns 173



