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Les vésicules de Kobayashi ont une forme généralement sphérique.
Quatre-vingt-dix-sept pour-cent de toutes les vésicules sont fermées. La
figure 26 montre I’histogramme de la répartition de la taille des vésicules. Le

diamétre moyen est de 129 £ 31nm.
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Figure 26. Histogramme de la répartition de la taille des vésicules de
Kobayashi.

On remarque qu’il y a une population de vésicules qui a un diametre petit (60
a 80nm). Nous ne pouvons distinguer si ce sont de trés petites vésicules de
Kobayashi ou si ce sont des liposomes de DLPC utilisés pour induire la
vésiculisation et qui n’ont pas été éliminés lors de la purification des

préparations.

La figure 27 montre une préparation de vésicules de Kobayashi a plus

fort grossissement.
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Figure 27. Photographie a plus fort grossissement de vésicules de
Kobayashi.
(Grossissement = 71000x)

La fleche rose indique une vésicule de Kobayashi qui est soit en cours de
fragmentation ou qui fusionne avec des liposomes de DLPC.

Nous pouvons voir que de trés petites vésicules sont souvent collées aux
vésicules de Kobayashi. 1l se pourrait que ce soit des liposomes qui n’ont pas
été éliminés lors de la purification et qui fusionnent, ou sont simplement collés
aux vésicules de Kobayashi, ou encore qu’il s’agisse de vésicules de
Kobayashi qui vésiculisent spontanément. Ce phénomene de vésiculisation
spontanée est connu chez les érythrocytes matures. On ignore si ce
phénomeéne se produit chez les vésicules de Kobayashi, mais on ne peut pas en

écarter la possibilité.
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3.2. Marquage des vésicules de Kobayashi a I’iode-125.

Les vésicules de Kobayashi, une fois purifiées, sont marquées a I’iode-
125 & I'aide de 'IODO-GEN®. L’iodation permet de suivre les vésicules
aprés injection intraveineuse. Une fois les vésicules marquées, il reste
toujours de I’iode libre qui n’a pas réagi et cet iode, non attaché aux vésicules,
doit étre éliminé. Cet iode libre a été éliminé par dialyse. Le pourcentage
d’iode-125 qui s’est fixé aux vésicules de Kobayashi est calculé en mesurant
la radioactivité dans la préparation de vésicules. Le pourcentage de marquage
est obtenu en divisant la quantité d’iode attachée aux vésicules apres dialyse
par la quantité totale d’iode ajoutée.

Radioactivité dans la solution aprés dialyse en CPM x 100%
Radioactivité dans la solution avant dialyse en CPM

De plus, a la fin de la dialyse, nous prélevons un aliquot de la préparation
de vésicules marquées a I’iode-125 et nous effectuons une chromatographie
sur couche mince afin de déterminer la pureté de la solution finale, ¢’est-a-dire
déterminer quelle est la proportion de I’iode-125 libre qui n’a pas €té €éliminé
par la dialyse. La pureté finale de la solution déterminée par chromatographie,
est calculée d’aprés la formule suivante :

Radioactivité liée aux vésicules en CPM (point de dépot) x 100%
Radioactivité totale en CPM sur toute la bandelette




Le pourcentage d’iode attaché aux vésicules et la pureté de la préparation de

vésicules de Kobayashi sont présentés au tableau 7.

Tableau 7. Caractéristiques du marquage des vésicules de Kobayashi.

I-125 I-125 total 1-125 % d’iode Pureté de la
Ajouté récupéré dans lié¢ aux attaché préparation

le dialysat vésicules aux finale de vésicules
(nCi) (nCi) (nCi) vésicules (%) *
S0+7 31x5 13+3 204 +1.9 08 +2

* Pourcentage déterminé par chromatographie sur couche mince.

Ces valeurs sont des moyennes * |’écart-type de 20 échantillons.

3.2.1. Etude de la stabilité du marquage des vésicules a ’iode-125.

Le but de cette expérience est de déterminer si I’iode-125 se détache
spontanément des vésicules de Kobayashi. Nous voulons suivre les vésicules
de Kobayashi dans les souris. Or, ce que nous détectons avec le compteur de
radioactivité, c¢’est I’iode-125 et non les vésicules. Si I’iode se détache, nous
ne suivrons plus ces vésicules, mais I’iode-125 libéré. Pour que cette méthode
soit valable, il faut que I’iode-125 soit fixé aux vésicules de Kobayashi de
maniere stable. Afin de vérifier la stabilité du marquage des vésicules, nous

avons incubé deux préparations de vésicules de Kobayashi, la premiére & 22°C

dans du tampon PBS et la deuxiéme a 37°C dans du sérum de souris. Des



81

aliquots sont pipettés en fonction du temps et une chromatographie sur couche
mince est effectuée afin de séparer I’iode libre des vésicules. La figure 28,

représente la cinétique de décrochage de I’iode-125 de la membrane en

fonction du temps d’incubation, a 22°C et 37°C.
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Figure 28. Cinétique de décrochage de I’iode-125 des vésicules de
Kobayashi.

Chaque point représente une moyenne de trois échantillons + "écart-type.

Nous pouvons constater sur cette figure que le marquage est relativement
stable car aprés 24 heures, il y a respectivement 90 et 96% de 1’iode-125 qui
est resté attaché aux vésicules. Cinq jours aprés le marquage, environ 10% de

I’iode initialement fixé aux vésicules s’est détaché lorsque les vésicules sont
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incubées a 22°C dans du tampon phosphate salin et environ 20% lorsque les

vésicules sont incubées a 37°C dans du sérum de souris.

[’iode demeure donc attaché aux vésicules de Kobayashi de maniére
suffisamment stable pour la durée de I’expérience, qui dure au maximum 4
jours. Par conséquent, la radioactivité que I’on mesure dans les organes apres
injection intraveineuse des vésicules de Kobayashi est majoritairement due a
’iode-125 lié aux vésicules ou a ses produits de dégradation par les cellules et

trés peu a de I’iode libre qui s’est détaché spontanément.

3.2.2. Biodistribution de I’iode-125 libre injecté par voie intraveineuse.
Apres injection intraveineuse, les vésicules de Kobayashi marquées
peuvent étre dégradées par les tissus. De I’iode est donc libéré des vésicules
et se retrouve libre en circulation. Le but de cette expérience est de
différencier si la radioactivité retrouvée dans les organes est due aux vésicules
marquées ou a |’iode-125 libre qui s’est détaché. Pour ce faire, nous avons
injecté par voie intraveineuse de I’iode-125 libre a des souris. Apreés des
temps déterminés (entre 30 minutes et 48 heures apres injection), nous avons

mesuré la quantité d’iode dans chaque organe.
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La figure 29 représente le pourcentage de la quantité d’iode injectée

retrouvé dans chaque organe en fonction du temps.
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Thyroide
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Figure 29. Distribution tissulaire de I’iode-125 injecté par voie
intraveineuse.

La valeur de chaque barre correspond & la moyenne + |"écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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La premiere observation que nous pouvons faire sur ce graphique est que
’iode-125 se localise dans la thyroide, la carcasse et I’estomac. On remarque
une diminution de la radioactivité dans la carcasse et 1’estomac en fonction du
temps mais une augmentation au niveau de la thyroide. Les autres organes ont

peu de radioactivité. Ils ne captent donc pas I’iode libre.

Il y a beaucoup d’iode libre dans la carcasse, mais la carcasse a un poids
élevé par rapport aux autres organes. Nous avons donc présenté, a la figure
30, Dactivité spécifique de chaque organe pour I’iode libre, c’est-a-dire la
quantité¢ d’iode libre dans 1’organe divisée par le poids de I’organe. Cette

valeur, a 30 minutes, représente donc 1’affinité d’un tissu pour I’iode.

On constate sur la figure 30 que ’organe qui a le plus d’affinité pour
I’iode libre est la thyroide. L’iode-125 libre est capté par la thyroide jusqu’a
saturation de la glande, soit durant 24 heures. Par la suite, 1’activité spécifique

diminue.

L’estomac a aussi une affinité pour I’iode-125, mais beaucoup plus

faible. Ces résultats correspondent & ce qui est connu du métabolisme de
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I’iode. La représentation de la dose par gramme de tissu (activité spécifique)

montre de fagon évidente que 1’iode-125 n’a pas d’affinité pour la carcasse.
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Figure 30. Activité spécifique de I’iode-125 dans les organes.

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne + I'écart-type d'un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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La figure 31 représente le pourcentage de I’iode-125 qui a €té injecté par voie

intraveineuse, retrouvé dans toute la souris en fonction du temps.
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Figure 31. Cinétique d’élimination de I’organisme de I’iode-125 libre.

La valeur de chaque point correspond a la moyenne + |'écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

Nous voyons que 30 minutes seulement aprés I’injection, environ 20% de la
dose injectée est encore dans la souris. Donc pres de 80% de 1’iode libre a été
excrété apres 30 minutes. Quarante-huit heures aprés injection, il ne reste que
6% de toute I’iode-125 libre injecté par voie intraveineuse qui n’a pas encore
été excrété. En revenant a la figure 29 nous pouvons voir qu’une certaine
quantit¢ d’iode est retrouvée dans les reins. Cette radioactivité est

probablement due & I’iode-125 libre qui va étre éliminé dans I’urine. Nous
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avons donc recueilli ’urine en plagant un papier buvard dans la cage de la
souris, et au moment de la dissection nous avons prélevé ce qui restait dans la

vessie.

Nous avons compté la quantité d’iode dans [’urine et nous avons présenté
a la figure 32 le pourcentage de la dose totale retrouvé dans ’urine en fonction
du temps. Nous avons aussi recueilli les féces de |’animal, mais la
radioactivité comptée est trés faible, presque nulle, donc I’iode-125 libre est

tres peu €vacué par voie fécale.
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Figure 32. Cinétique d’excrétion de I'iode-125 libre dans ’urine.

La valeur de chaque point correspond a la moyenne * I’écart-type d'un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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D’aprées les figures 29, 30, 31et 32, nous pouvons conclure que I’iode
libre est rapidement éliminé par I’urine et le reste, capté par la thyroide et

’estomac. Les autres organes n’ont aucune affinité pour I’iode.

Nous avons montré que I’iode-125 est li€ aux vésicules de Kobayashi de
maniere stable. De plus, nous avons établi le profil de biodistribution et
d’élimination de I’iode libre par la souris. Par conséquent, aprés injection
intraveineuse des vésicules de Kobayashi, nous allons pouvoir suivre la
localisation des vésicules de Kobayashi et différencier la radioactivité liée aux

vésicules de celle de I’iode libre qui se sera détaché.

3.3. Etude de reproductibilité des résultats obtenus avec les
nanoérythrosomes.

Au cours de ce travail, nous avons mis au point une méthode de
préparation des vésicules de Kobayashi et étudié leur cinétique et leur
biodistribution. Un des objectifs de notre travail est de comparer la cinétique
et la Dbiodistribution des vésicules de Kobayashi avec celles des
nanoérythrosomes pour voir si les vésicules de Kobayashi ont une cinétique et

une biodistribution différente de celles des nanoérythrosomes.
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La cinétique et la biodistribution des nanoérythrosomes n’ont été faites
que par un seul chercheur, Jean Désilets (thése de doctorat, 2000). Nous
avons donc, dans une premiere étape, répété une expérience faite par Jean
Désilets afin de voir si I’expérimentateur influence les résultats. Nous avons
donc préparé des nanoérythrosomes et nous les avons injectés a des souris
selon le méme protocole et les mémes conditions que Jean Désilets. Nous
avons déterminé leur cinétique et leur biolocalisation, puis comparé nos

résultats a ceux de Jean Désilets.

3.3.1. Comparaison de la cinétique de dégradation des préparations de
nanoérythrosomes de Jean Désilets et moi-méme.

La figure 33 compare les cinétiques de dégradation, c’est-a-dire le
pourcentage de la dose injectée restant dans la souris en fonction du temps,
entre une préparation que nous avons faite et une préparation faite par Jean
Désilets. Nous avons calculé le pourcentage retrouvé dans la souris en
fonction du temps en excluant la radioactivité dans la thyroide car cette
activité est due a I’iode-125 libre. La courbe représentée par les étoiles bleues
est la cinétique obtenue avec nos préparations de nanoérythrosomes alors que

les losanges roses représentent les résultats obtenus par Jean Désilets.
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Figure 33. Comparaison des cinétiques de dégradation des
nanoérythrosomes préparés par deux expérimentateurs.

€ Préparations de nanoérythrosomes que Jean Désilets a préparé
*  Préparations de nanoérythrosomes que nous avons prépare

La valeur de chaque point correspond a la moyenne + 1écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

Nous pouvons remarquer que dans I’ensemble, les deux courbes sont
assez semblables. Quelques petites différences peuvent étre notées; durant les
premieres heures apres injection, il reste dans les souris un peu plus de
nanoérythrosomes de nos préparations que des préparations de Jean Désilets,
alors que 24 heures apres injection, c’est le contraire. Cependant, I’écart-type
sur chaque point est assez grand. Nous avons donc effectué un test statistique
d’analyse de variance a deux facteurs afin de déterminer si les deux courbes

sont significativement différentes. I.’analyse de variance a 2 facteurs fait avec
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le programme SPSS (p<0.05) montre que les deux courbes sont différentes.
Cependant, avant de conclure sur ’effet qu’a |’expérimentateur sur les

résultats, nous allons présenter la biodistribution.

3.3.2. Biodistribution des nanoérythrosomes.

La figure 34 permet de comparer la biodistribution, apreés 30 minutes, de
nanoérythrosomes que nous avons préparé avec la biodistribution des
nano€rythrosomes préparés par Jean Désilets. Nous pouvons noter que la
biodistribution est semblable quel que soit I’expérimentateur. Seule la
carcasse contient plus de nanoérythrosomes dans nos expériences que dans
celles de Jean Désilets. Comme la carcasse est ce qui reste aprés que I’on ait
enlevé tous les organes, il reste une quantité de sang qui est variable d’une fois
a l’autre, la vessie n’est pas toujours vidée complétement et parfois la thyroide
n’est pas enticrement enlevée, car c’est une glande minuscule qui est peu
visible. Ces restants d’organes contaminent donc la carcasse et en augmentent
I’activité. Ceci se traduit par un écart-type important pour les valeurs de cet
organe. La différence observée entre les nanoérythrosomes préparés par Jean
Désilets et ceux que nous avons préparés peut s’expliquer par cet ensemble de

facteurs.
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Figure 34. Comparaison de la biodistribution 30 minutes aprés injection,
de nanoérythrosomes préparés par deux expérimentateurs.

B Préparations de nanoérythrosomes que Jean Désilets a préparés
I Préparations de nanoérythrosomes que nous avons prepares

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne * |'¢cart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience. Chaque souris a regu par
injection intraveineuse environ 50png de protéines (nanoérythrosomes) en solution dans le
PBS.
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Entre 2 et 48 heures apres injection (résultats non montrés), la seule
différence significative de la biodistribution demeure au niveau de la carcasse.
C’est cette différence qui fait que la cinétique de dégradation des
nanoérythrosomes préparés par Jean Désilets différe I1égérement de la
cinétique des nanoérythrosomes que nous avons préparé (figure 33). Comme
c’est la seule différence, nous pouvons donc conclure que la personne qui
effectue la préparation et I’injection des nanoérythrosomes a peu d’influence
sur la cinétique et la biodistribution des nanoérythrosomes. Il sera donc
possible de comparer les résultats que nous avons obtenus avec les vésicules
de Kobayashi avec les résultats obtenus avec nos préparations de

nanoérythrosomes et avec les résultats obtenus par Jean Désilets.

3.4. Comparaison de la cinétique et de la biodistribution des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes.

La comparaison des cinétiques et de la biodistribution des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes a pour but de déterminer si les vésicules
de Kobayashi demeurent plus longtemps en circulation, si elles sont moins
rapidement détruites que les nanoérythrosomes, et par quels organes elles sont

captées. Pour comparer les vésicules de Kobayashi aux nanoérythrosomes, il
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faut injecter la méme quantité de vésicules de Kobayashi et de
nanoérythrosomes. Comme ce sont des vésicules différentes, qui ont des
tailles différentes, et comme il n’est pas possible de les compter facilement,
nous avons injecté la méme quantité de protéines. Les conditions

experimentales sont identiques pour les deux types de préparations.

Dans une premicre étape, nous avons compare la vitesse a laquelle les
vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes sont éliminés de la circulation
sanguine. Dans une deuxieme étape, nous avons établi la cinétique de
dégradation des vésicules. La troisiéme étape est la distribution tissulaire des

vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes.

3.4.1. Comparaison de la cinétique d’é¢limination des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes de la circulation sanguine.

La figure 35 compare les cinétiques des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes dans le sang. Ces courbes qui représentent la concentration
des vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes dans le sang montrent
que leur concentration diminue rapidement et est a peu pres nulle au bout de
48 heures. Cependant, les vésicules de Kobayashi sont éliminées moins

rapidement que les nanoérythrosomes. Comme ces deux courbes sont assez
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semblables, et que 1’écart-type de chaque point est assez grand, nous avons
fait une analyse de variance a deux facteurs afin d’établir si les deux courbes
sont distinctes. L’analyse de variance montre que les deux courbes sont

distinctes (p<0.05).
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Figure 35. Comparaison des cinétiques d’élimination sanguine.
] g

® Vésicules de Kobayashi
® Nanoérythrosomes

La valeur de chaque point correspond a la moyenne + ["écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

Trente minutes apres injection, il reste prés de 2 fois plus de vésicules de
Kobayashi que de nanoérythrosomes en circulation et il reste toujours plus de
vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes dans le sang durant les 24

premiéres heures.
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3.4.2. Comparaison des cinétiques de dégradation.
Le deuxieme aspect que nous avons €tudié est la vitesse a laquelle les
deux types de vésicules, vésicules de Kobayashi et nanoérythrosomes, sont

dégradés et éliminés de 1’organisme de la souris.

La figure 36 compare le pourcentage des vésicules de Kobayashi ou de
nanoérythrosomes qui reste dans I’organisme en fonction du temps, c’est-a-
dire la radioactivité dans tout I’organisme, a ’exception de la thyroide qui est

due a I’iode-125 libre capté par la glande.

La figure 36 montre que de fagon générale, il y a une diminution de la
radioactivité retrouvée dans la souris en fonction du temps, donc que les
vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes sont dégradés et €liminés.
Cependant, nous pouvons remarquer que la dégradation et I’élimination des
vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes ne se fait pas de la méme
fagon, ni a la méme vitesse. Premiérement, 30 minutes apres injection, il reste
environ 70% des vésicules de Kobayashi injectées dans la souris tandis qu’il
ne reste qu’environ 45% des nanoérythrosomes injectés. Cette différence,

vérifiée par un test-t (p<0.05), est significative.
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Figure 36. Comparaison des cinétiques de dégradation des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes.

& Vésicules de Kobayashi
® Nanoérythrosomes

LLa valeur de chaque point correspond & la moyenne + ["écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

Deuxiemement, il reste le méme pourcentage des deux types de vésicules
injectées quatre heures apres injection. Les vésicules de Kobayashi sont donc
dégradées plus rapidement que les nanoérythrosomes durant les 4 premicres

heures apres injection.

Troisiémement, a 24 et 48 heures, il semble qu’il reste plus de vésicules

de Kobayashi que de nanoérythrosomes. Nous avons donc effectué¢ un test-t
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pour voir si ces différences sont significatives. Les résultats montrent qu’ily a
prés de deux fois plus de vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes

dans la souris 24 et 48 heures apres I’injection (p=0.01 et p=0.024).

Nos résultats suggerent donc que la cinétique de dégradation des
vésicules de Kobayashi soit biphasique, mais vu le nombre limité de points sur

la courbe, on ne peut pas affirmer que ce soit réellement le cas.

3.4.3. Comparaison de la biodistribution des vésicules de Kobayashi et
des nanoérythrosomes.

Dans une troisieme étape, nous avons comparé la biodistribution des

vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes apres injection intraveineuse.

Comme nous I’avons montré a la figure 35, les vésicules de Kobayashi et
les nanoérythrosomes sont rapidement captés par les tissus. Nous avons alors
comparé la biodistribution des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes afin de voir si un organe en particulier a plus d’affinité pour

un des deux types de vésicules.
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La figure 37 montre le pourcentage de la dose injectée qui est retrouvé
dans chacun des organes et tissus 30 minutes aprés injection pour les vésicules

de Kobayashi et les nanoérythrosomes.
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Figure 37. Distribution tissulaire des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes, 30 minutes aprés injection.

B Nanodérythrosomes
I Vésicules de Kobayashi

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne + I"'écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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Trente minutes apres injection, un pourcentage plus important de
vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes est retrouvé dans le sang, le
ceeur, le foie, la rate, les reins et la carcasse. Ces différences sont
significatives selon les résultats du test-t (p<0.05). Ces résultats expliquent,
entre autre, la plus grande quantité de vésicules de Kobayashi présente dans
toute la souris aprés 30 minutes apres 1’injection comme montré a la figure 36.
Par contre, il n’y a pas de différence significative dans les poumons,

I’estomac, les intestins et la queue.

La figure 38 montre la radioactivité retrouvée dans chaque organe par
gramme de tissu au bout de 30 minutes. Cette représentation nous donne
I’affinité de chaque organe pour les vésicules de Kobayashi et pour les

nanoérythrosomes.

Cette figure montre que la carcasse, méme si elle capte beaucoup de
vésicules, a peu d’affinité aussi bien pour les vésicules de Kobayashi que pour
les nanoérythrosomes. On remarque aussi que la rate, le foie, I’estomac et les
poumons ont la méme affinité (vérifiée par test-t, p<0.05) pour les vésicules

de Kobayashi et les nanoérythrosomes.
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Figure 38. Activité spécifique dans les organes pour les vésicules de
Kobayashi et les nanoérythrosomes, 30 minutes apreés
injection.
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La valeur de chaque barre correspond a la moyenne + ['écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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En ce qui concerne les poumons, nous n’avons cependant pas déterminé
si les vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes demeurent emprisonnés

dans les petits capillaires ou si ils sont captés par les cellules des poumons.

L’activité spécifique des reins est plus grande pour les vésicules de
Kobayashi que pour les nanoérythrosomes. Dans les reins, une partie de
’activité est probablement due a I’iode-125 libre qui est éliminé dans I’urine.
Cependant, les cellules des reins captent aussi des vésicules de Kobayashi et
des nanoérythrosomes car les proportions entre les activités spécifiques
retrouvées dans les reins, ’estomac et la thyroide ne sont pas semblables a
celles obtenues avec I’iode-125 libre. Si I’activité mesurée dans les reins était
due seulement a 1’iode-125 libre, il devrait y avoir moins d’activité dans les

reins que dans I’estomac, ce qui n’est pas le cas a la figure 38.

Nous devons étre prudent en ce qui concerne la captation des vésicules
par ’estomac. En effet, I’estomac capte 1’iode-125 libre (figure 29) et ce que
I’on mesure, c’est la radioactivité de I’iode-125 sans pouvoir distinguer |’iode-
125 1ié aux vésicules de 1’iode-125 libre. 1l est donc probable qu’une grande

partie de I’activité mesurée dans I’estomac soit due a I’iode-125.
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Les autres organes et tissus, c’est-a-dire, le cceur, le petit intestin, les
muscles, la peau, les os, les ganglions lymphatiques, la queue et la carcasse

n’ont qu’une faible affinité pour les deux types de vésicules.

Les figures 37 et 38 représentent la biodistribution des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes, 30 minutes aprés I’injection. Ce patron
de distribution reste le méme pour les vésicules de Kobayashi et les
nanoérythrosomes en fonction du temps, mais I’activité dans tous les organes

diminue de maniére égale a I’exception de la thyroide.

La figure 39 représente I’activité spécifique en fonction du temps
retrouvée dans les principaux organes qui captent les vésicules de Kobayashi
et les nanoérythrosomes, soit le foie, la rate et les reins, ainsi que I’activité
spécifique dans le sang qui nous renseigne sur la quantité de vésicules encore
dans le sang, c’est-a-dire qui n’a pas été captée par les organes. L’activité
spécifique de la thyroide n’indique pas I’affinité de la thyroide pour les
vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes, mais la captation de 1’iode-

125 qui a été libéré lors de la dégradation des vésicules par les autres organes.
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Figure 39. Comparaison de I'activité spécifique en fonction du temps,
dans les différents organes, des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes.
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En général, nous observons une diminution de ’activité spécifique, donc
de la quantité de vésicules marquées, dans le sang, le foie, la rate et les reins ef
ceci aussi bien pour les vésicules de Kobayashi et pour les nanoérythrosomes.
Par contre, on remarque une augmentation de la radioactivité dans la thyroide

durant 24 heures.

La cinétique d’une substance dans un organe, c’est-a-dire sa
concentration en fonction du temps est la somme de deux phénoménes : d’une
part la vitesse de captation par I’organe du produit en provenance du sang et
d’autre part la vitesse de dégradation et d’élimination de la substance par cet
organe. Dans les premiéres minutes qui suivent l’injection intraveineuse
d’une substance, la vitesse de captation par [’organe est grande, et la vitesse de
dégradation est faible. La concentration dans le sang diminue en fonction du

temps, donc la captation par I’organe va ralentir.

Par contre, comme la concentration dans 1’organe augmente, la vitesse de
dégradation par cet organe augmente aussi. Il y a un temps ou la vitesse de
dégradation devient supérieure a la vitesse de captation et la concentration de

la substance dans |’organe diminue.
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D’apres les courbes obtenues a la figure 39, on peut voir que la captation
des vésicules par les tissus est trés rapide (en moins de 30 minutes) car les
concentrations mesurées diminuent constamment. Nous n’avons donc pas
obtenu la partie ascendante de la courbe de la concentration dans les organes
en fonction du temps. Cependant, la concentration en vésicules mesurée au
bout de 30 minutes résulte plus de la captation par ’organe que de leur
dégradation et par conséquent la valeur de ce point sera une bonne

approximation de la vitesse de captation.

Premi¢rement, dans le foie, les vésicules de Kobayashi et les
nanoérythrosomes sont captés a la méme vitesse car 30 minutes apres
injection, I’activité spécifique des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes est la méme. En ce qui concerne les cinétiques de
dégradation par le foie, a premiére vue, les deux courbes sont assez
semblables. Cependant, un test d’analyse de variance a deux facteurs révéle
que les deux courbes sont significativement différentes (p=0.022) et il y a plus
de vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes dans le foie. Nous avons
fait un test-t pour comparer les valeurs pour les deux types de vésicules dans

le foie a 2, 4, 24 et 48 heures. Le test-t montre que 4 heures aprés |’injection,
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il y a plus de vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes dans le foie et
que cette différence est significative (p=0.028). Par la suite, il n’y a plus de
différence significative entre 1’activité spécifique des vésicules de Kobayashi
et des nanoérythrosomes dans le foie. Nous pouvons donc dire qu’il y a un
délai entre la captation et la dégradation des vésicules de Kobayashi par

rapport aux nanoérythrosomes dans le foie.

Deuxiemement, le test d’analyse de variance montre qu’il n’existe pas de
différence significative entre la cinétique des vésicules de Kobayashi et des
nanoérythrosomes dans la rate (p=0.063). Les vésicules de Kobayashi et les

nanoérythrosomes sont captés et dégradés a la méme vitesse par cet organe.

Troisiemement, il y a toujours une plus grande quantité de radioactivité
par gramme de tissu retrouvée dans les reins aprés I’injection des vésicules de
Kobayashi que des nanoérythrosomes. Ces différences sont statistiquement
significatives, et confirmées par un test-t a 30 minutes (p<0.05) et une analyse
de variance entre 2 et 48 heures (p<0.05). Il n’est pas possible de déterminer
si la radioactivité comptée dans les reins est due a I’iode-125 attaché aux

vésicules ou a I’iode-125 libre qui provient de la dégradation de ces vésicules
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par ’organisme. Donc, soit il y a une plus grande quantité de vésicules de
Kobayashi que de nanoérythrosomes qui est captée par les reins, soit qu’il y a
une plus grande élimination d’iode-125 dans [’urine provenant de la

dégradation des vésicules de Kobayashi par I’organisme.

En conclusion, les vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes
suivent a peu pres le méme patron de distribution chez la souris. Les vésicules
de Kobayashi et les nanoérythrosomes sont captés par les mémes tissus, ¢’est-
a-dire surtout par le foie, la rate et les reins. Cependant, la captation et la
cinétique de dégradation des vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes

est différente dans le foie et peut étre dans les reins.

L’objectif de notre travail était de préparer des vésicules qui soient
dégradées ou captées moins rapidement que les nanoérythrosomes. Les
vésicules de Kobayashi sont effectivement dégradées moins rapidement que
les nanoérythrosomes. En effet, il reste encore deux fois plus de vésicules de
Kobayashi que de nanoérythrosomes dans toute la souris et ce, pendant 48
heures. Cette différence est statistiquement significative. Cependant, cette

différence n’est pas é€norme puisque 48 heures aprés injection, il n’y a
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pratiquement plus de vésicules de Kobayashi dans I’organisme. De plus, nous
avons montré que les vésicules de Kobayashi demeurent plus longtemps dans
le sang que les nanoérythrosomes. La vitesse de dégradation des vésicules de
Kobayashi est plus lente que celle des nanoérythrosomes dans le foie et les
reins. Ce sont donc les organes qui dégradent ces vésicules de Kobayashi
moins vite que les nanoérythrosomes qui font qu’il y a toujours plus de
vésicules de Kobayashi que de nanoérythrosomes dans toute la souris. Nous
n’avons cependant pas réussi a préparer des vésicules qui ne soient pas captées
par le foie, qui est 1’organe qui capte la majorité des vésicules. Nous

discuterons de cet aspect dans le chapitre suivant.

3.5. Etude pharmacocinétique des vésicules de Kobayashi préparées
avec différents lipides.

La méthode de préparation des vésicules de Kobayashi consiste a mettre
en contact un lipide, le DLPC, avec des érythrocytes. Selon Kobayashi et
coll.,, lors de I’incubation, des molécules de lipides seraient incorporées a la
membrane externe des érythrocytes, ce qui induit leur bourgeonnement. Les
vésicules formées seraient donc enrichies du lipide utilis€ pour induire le

bourgeonnement.
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La deuxieme partie de ce projet consiste a modifier la technique de
préparation des vésicules de Kobayashi en changeant les lipides utilisés pour
induire la formation des vésicules. Il se forme alors des vésicules qui
contiennent des lipides différents et qui, par conséquent, peuvent avoir des

propriétés pharmacocinétiques différentes.

Kobayashi a utilisé seulement le DLPC comme lipide pour produire la
vésiculisation. Nous avons modifié¢ la méthode en incubant des érythrocytes
avec les mélanges de lipides suivant : DLPC + DLPS, DLPC + DLPG et
DLPC + LA dans le rapport molaire 14 :1. 1l doit donc s’étre formé des
vésicules qui contiennent dans leur membrane externe du DLPS ou du DLPG
qui sont des lipides chargés négativement, ou du LA qui est un lipide chargé
positivement. Les vésicules de Kobayashi ainsi formées ont donc des charges

différentes, et peuvent donc avoir une affinité différente pour les tissus.

Nous avons injecté les différentes vésicules de Kobayashi obtenues avec

ces différents lipides et comparé leur cinétique et leur biodistribution.
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Nous appellerons ces vésicules ainsi :
Les vésicules de Kobayashi formées par incubation des €rythrocytes avec du
DLPC, les vésicules-DLPC. Les vésicules de Kobayashi formées par
incubation des érythrocytes avec un mélange de DLPC: LA (14:1), les
vésicules-LA. Les vésicules de Kobayashi formées par incubation des
érythrocytes avec un mélange de DLPC : DLPS (14 : 1), les vésicules-DLPS.
Les vésicules de Kobayashi formées par incubation des €rythrocytes avec un

mélange de DLPC : DLPG (14 : 1), les vésicules-DLPG.

3.5.1. Optimisation de la méthode de préparation des vésicules-DLPG,
vésicules-DLPS et vésicules-LA.

Nous avons tout d’abord déterminé quel rapport molaire de lipides donne
le meilleur rendement de formation de vésicules. Nous avons essayé les
rapports molaires suivant : 9 moles de DLPC pour une mole de LA (9:1),
14 :1 et 19 :1. La concentration finale en lipides est la méme que celle utilisée
pour les vésicules-DLPC, soit 112.5uM. L’incubation est aussi de 30 minutes
a 22°C. Les résultats de dosages en protéines et en acétylcholinestérase des
préparations ainsi que [|’activité spécifique de [’acétylcholinestérase et

I’enrichissement par rapport aux érythrocytes sont montrés au tableau 8.
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Tableau 8. Influence du rapport molaire (DLPC :LA) sur le rendement
en vésicules de Kobavyashi.

Rapport molaire (DLPC :LA) 9:1 14: 1 19:1
Dosage 0.83£0.03 | 0.85+0.02 | 0.79 £ 0.03
en protéines (mg/mL)|
Dosage 1.60+0.05 | 1.85+0.04 | 1.41 £0.08
de I’acétylcholinestérase

(DO/minemL)
Activité spécifique 1.93+0.09 | 2.18 £0.07 | 1.78 £ 0.12
de ’acétylcholinestérase

(DO/minemg)
Enrichissement par rapport 339+24 | 382+23 | 31427
aux érythrocytes

Ces valeurs sont des moyennes * I’écart-type de 10 échantillons.

Nous pouvons voir au tableau 8 que le meilleur rendement est obtenu
lorsque I’on utilise un rapport de 14 moles de DLPC pour 1 mole de LA.
C’est le mélange qui donne la plus grande activité de I’acétylcholinestérase, la
plus grande activité spécifique ainsi que le plus grand enrichissement par
rapport aux €rythrocytes. Les différences sont significatives, ce qui a été
vérifié par un test-t (p<0.05). Aucune différence significative n’est obtenue

pour le dosage des protéines (p>0.05) .

Nous avons préparé les vésicules-DLPG et vésicules-DLPS en utilisant

aussi un rapport molaire de 14 moles de DLPC pour 1 mole de DLPG ou de
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DLPS afin de pouvoir comparer les résultats obtenus entre les différentes
vésicules, mais nous n’avons pas vérifié si les conditions de préparation avec

les mélanges DLPC+DLPG et DLPC+DLPS étaient optimales.

3.5.2. Observation par microscopie électronique des différentes vésicules
de Kobayashi.

Nous avons observé par microscopie électronique la morphologie des
vésicules formées (vésicules-DLPG, vésicules-DLPS et vésicules-LA). Trois
caractéristiques de ces vésicules ont été examinées; les vésicules sont-elles
ouvertes ou fermées? Quel est leur diametre et leur forme?  La figure 40
montre les vésicules-DLPG, vésicules-DLPS et vésicules-LA colorées
négativement a I’acétate d’uranyl 1%. Nous pouvons voir sur la figure 40 que
les vésicules des 3 types de préparations sont fermées et sphériques.
Quelques-unes sont allongées, ce qui est sans doute un artefact de préparation.
Ces vésicules ont la méme morphologie que les vésicules-DLPC que 1’on peut
voir a la figure 25. De plus, nous remarquons dans les préparations la
présence de vésicules beaucoup plus petites. Il s’agit probablement de

liposomes qui n’ont pas été éliminés lors de la purification des vésicules.
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Vésicules-DLPG

Laflache rose
indique
une vesicule

Vésicules-DLPS

Lafléche rose
indique
une vésicule

Vésicules-LA

Lafleche rose
indique
une vésicule

Figure 40. Photographies des vésicules-DLPG, des vésicules-DLPS et des
vésicules-LA  prises par microscopie électronique a
transmission.

(Grossissement = 36000x)
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La figure 41 montre I’histogramme de distribution de taille des quatre
types de vésicules. Le nombre de classes est calculé selon la régle de Yule et
de Sturge et I’intervalle de classe est obtenu en divisant I’étendue de la

variation par le nombre de classes.

La taille moyenne, mesurée par microscopie électronique, des vésicules-
DLPC (a), des vésicules-DLPG (b), des vésicules-DLPS (c) et des vésicules-

LA (d) est respectivement de 129+31nm, 148+39nm, 147+32nm et

167+£29nm.

Pour le calcul des diamétres, nous n’avons pas tenu compte des vésicules
qui avaient un diamétre inférieur & 60nm car il s’agit probablement des

liposomes qui n’ont pas été éliminés et non des vésicules de Kobayashi.

Les vésicules-LA sont significativement plus grandes que les autres

vésicules et les vésicules-DLPC sont significativement plus petites.
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Figure 41. Histogramme de la taille, déterminée par microscopie
électronique, des vésicules-DLPC, des vésicules-DLPG, des
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117

3.5.3. Comparaison de la cinétique d’élimination de la circulation
sanguine des différents types de vésicules de Kobayashi.

Le premier aspect que nous avons €tudié est la vitesse a laquelle les
différents types de vésicules sont retirées de la circulation sanguine. La figure
42 montre que les cinétiques d’élimination sanguine des 4 types de vésicules
sont assez semblables. Afin de déterminer s’il y a des différences
significatives entre les 4 cinétiques d’élimination sanguine, nous avons fait
une analyse de variance. Nous avons aussi fait un test-t pour comparer la

quantité de vésicules dans le sang 30 minutes apres I’injection.
14

Y
[ 5]

—
[—]

% Dose totale dans le sang

0 4 8 12 16 20 24 28 32 36 40 44 48
Temps (heures)

Figure 42. Comparaison des cinétiques d’élimination sanguine des
différents types de vésicules de Kobayashi.

Vésicules-DLPC.
Visicules-DLPG.
Vésicules-DILPS.
Vésicules-LA.

PEHOe

La valeur de chaque point correspond a la moyenne £ |’écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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A premiére vue, la quantité de vésicules-DLPC dans le sang semble plus
grande que celle des autres vésicules au bout de trente minutes. Cependant, le
résultat du test-t qui compare les vésicules 30 minutes aprés 1’injection montre
que le pourcentage de vésicules-DLPC en circulation est le méme que celui
des vésicules-LA, mais qu’il est significativement plus grand de celui des
vésicules-DLPG et des vésicules-DLPS. Par contre, il n’y a pas de différence
statistiquement significative entre le pourcentage de vésicules-LA et de
vésicules-DLPS apreés 30 minutes. Cela peut paraitre contradictoire de dire
qu’il y a le méme pourcentage de vésicules-DLPC que de vésicules-LA en
circulation 30 minutes aprés injection et de dire en méme temps qu’il y a plus
de vésicules-DLPC que de vésicules-DLPS alors que le test-t montre que le
pourcentage de vésicules-LA est le méme que celui des vésicules-DLPS.
Cependant, cela s’explique par la valeur de I’écart-type des vésicules-DLPS

qui est assez important.

Selon le test de I’analyse de variance, les vésicules-DLPC et les
vésicules-LA sont éliminées a la méme vitesse de la circulation sanguine,

donc elles sont toutes les deux captées par les différents organes a la méme
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vitesse. Par contre, Les vésicules-DLPG et les vésicules-DLPS sont éliminées

plus rapidement.

3.5.4. Comparaison de la cinétique de dégradation des différents types
de vésicules de Kobayashi.

La figure 43 illustre le pourcentage de la dose injectée retrouvé dans
’organisme en fonction du temps (en excluant la thyroide puisqu’elle capte

uniquement de I’iode-125 libre).
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Figure 43. Comparaison de la cinétique de dégradation des 4 types de
vésicules de Kobayashi.

® Vésicules-DLPC.
® Vésicules-DLPG.
B Vésicules-DLPS.
A Vésicules-LA.

L

encadré montre un agrandissement des résultats obtenus 24 et 48 heures post-injection.

La valeur de chaque point correspond a la moyenne + "écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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Cette figure représente donc le pourcentage des vésicules restantes qui
sont encore dans tout |’organisme en fonction du temps. Nous pouvons
d’abord constater sur ce graphique que toutes les vésicules sont dégradées et
éliminées rapidement durant les 4 premiéres heures. Par la suite, la

dégradation et I’élimination sont moins rapides.

Nous avons déterminé par le test-t sur les valeurs 30 minutes aprés
injection qu’il y avait dans toute la souris le méme pourcentage de vésicules-
DLPC et de vésicules-LA, soit environ 65% de la quantité injectée (p=0.331).
Les vésicules-DLPC et les vésicules-LA sont donc dégradées a la méme
vitesse durant les 30 premieres minutes. Par contre, durant les 30 premieres
minutes, les vésicules-DLPS et les vésicules-DLPG sont dégradées plus

rapidement et il en reste seulement 50%, 30 minutes apres 1’injection.

L’encadré de la figure 43 montre que 24 et 48 heures apres injection, il y
a preés de deux fois plus de vésicules-DLPC que des autres vésicules dans tout
I’organisme.  Sur une longue période, les vésicules-DLPC sont donc
dégradées et éliminées moins vite que les vésicules-DLPG, les vésicules-

DLPS et les vésicules-LA. L’analyse de variance montre que ces différences
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sont significatives (p<0.05). La durée de vie des vésicules dans I’organisme
dépend donc de leur composition. L’ajout de certains lipides a leur membrane

modifie leur vitesse de captation et de dégradation par les cellules.

3.5.5. Comparaison de la biodistribution des différents types de vésicules
de Kobayashi.

Les figures 44 et 45 montrent les patrons de distribution des différents
types de vésicules. Les résultats de la figure 44 représentent le pourcentage de
la dose totale dans chaque organe, 30 minutes apres injection intraveineuse,
alors que la figure 45 représente 1’activité spécifique calculée pour chaque
organe, 30 minutes apres injection (c’est-a-dire 1’affinité de chaque organe

pour les différentes vésicules de Kobayashi).

Sur la figure 44, on constate que la biodistribution des 4 types de
vésicules est a peu prés la méme. En général, 30 minutes apres injection,
I’organe principal qui retient le plus de vésicules est le foie. Dans cet organe,
il y a plus de vésicules-DLPC que des autres vésicules. La carcasse retient
aussi un fort pourcentage de vésicules. Le cceur, les poumons, le petit intestin

et la queue en captent une tres faible quantité.
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Figure 44. Distribution tissulaire, 30 minutes aprés injection, des
différentes vésicules de Kobayashi.

Vésicules-DLPC.
Vésicules-DLPG.
Vésicules-DILPS.
Vésicules-LA.

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne £ |"écart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.
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En effectuant un test-t pour comparer les moyennes des 4 types de
vésicules dans chaque organe, on peut mettre en évidence des différences
significatives. Le test-t permet d’établir que le patron de distribution des
vésicules-DLPG et des vésicules-DLPS est le méme (p>0.05). Par contre, il y
a une plus faible quantité de vésicules-DLPG et de vésicules-DLPS que de
vésicules-DLPC et de vésicules-LA dans les organes, ce qui est logique
d’apres les résultats obtenus a la partie 3.5.3. qui compare la cinétique
d’élimination du sang des différents types de vésicules. Deuxiémement, les
vésicules-DLPC et les vésicules-LA ont une biodistribution différente. Il y a
une plus grande quantité de vésicules-DLPC que de vésicules-LA dans le foie,
la rate et les poumons (p<0.05), mais une plus faible quantité de vésicules-

DLPC que de vésicules-LA dans les reins (p<0.05).

La figure 45 représente I’activité spécifique d’un organe aprés 30
minutes, ¢’est-a-dire I’affinité d’un organe pour les vésicules. A la figure 44,
nous avons remarqué qu’il y avait une grande quantité¢ de vésicules dans la
carcasse. Cependant, I’affinité de la carcasse pour les vésicules est faible

puisque I’activité spécifique est faible.
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Figure 45. Activité spécifique des vésicules dans chaque organe, 30
minutes aprés injection.

I Visicules-DLPC.
s Vésicules-DLPG.
B Vésicules-DLPS.
e Vésicules-LA.

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne + ['¢cact-type d'un minimum de 3
expéricnces faites avec un lot de 3 4 4 souris par expérience.
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Le foie, la rate et les reins semblent avoir a peu prés la méme affinité
pour les 4 types de vésicules. Un test-t fait cependant ressortir certaines
différences. Le rein a une plus forte affinité pour les vésicules-LA que pour
les autres vésicules, alors que la rate a une plus faible affinité pour les
vésicules-LA que les autres vésicules. Le foie a une affinité plus grande pour

les vésicules-DLPC que les autres vésicules.

L’estomac a aussi beaucoup d’affinité pour les vésicules. Cependant,
I’estomac capte 1’iode-125 libre (voir figures 29 et 30) et ce que [’on mesure,
c’est la radioactivité de 1’iode-125 qui est attaché aux vésicules ainsi que celle

de ’1ode libre.

De méme, I’activité spécifique des reins peut étre le résultat de deux
choses; les vésicules marquées et 1’iode-125 libre provenant de la dégradation
des vésicules, car I’iode libre qui n’est pas capté par la thyroide, est éliminé
par les reins, dans I’urine. Cependant, I’activité mesurée dans les reins ainsi
que I’estomac ne peut pas étre due uniquement a 1’iode-125 libre car I’activité
spécifique dans ces organes est trop grande comparativement a celle de la

thyroide.
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Les poumons captent aussi les vésicules. L’affinité des poumons est
significativement plus grande pour les vésicules-DLPC que pour les autres
vésicules. L’affinité des poumons pour les vésicules ne peut pas étre due
seulement au fait que les vésicules restent emprisonnées dans les capillaires
pulmonaires a cause de leur taille car les vésicules-DLPC ont un diametre plus
petit que les autres vésicules et ce sont elles qui sont le plus captées par les

poumaons.

Le cceur, le petit intestin, la peau, les os, les ganglions lymphatiques, la

queue et la carcasse ont une faible affinité pour les 4 types de vésicules.

La figure 46 représente I’activité spécifique en fonction du temps
retrouvée dans les principaux organes qui captent les vésicules de Kobayashi
et les nanoérythrosomes, soit le foie, la rate et les reins. Les courbes qui
représentent 1’activité spécifique dans le foie, la rate et les reins en fonction du
temps montrent que la captation des vésicules est tres rapide, en moins de 30
minutes, et que par la suite, les vésicules sont dégradées et éliminées en 48

heures.
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Figure 46. Activité spécifique en fonction du temps des principaux
organes, pour les différentes vésicules de Kobayashi.

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne * |'¢cart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

Sur les figures, nous remarquons :
- Premicrement, en fonction du temps, I’activité spécifique des vésicules-
DLPC dans le foie est toujours deux fois plus élevée que les vésicules-LA.

Cependant, comme le pourcentage de vésicules restant dans tout 1’organisme
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en fonction du temps n’est pas le méme pour les 4 types de vésicules, est-ce
que le foie a vraiment une affinité plus grande pour les vésicules-DLPC par
rapport aux autres vésicules ou est-ce le fait qu’il en reste plus dans tout

’organisme?

La figure 47 montre le pourcentage relatif de chaque type de vésicules
dans le foie, la rate et les reins, c’est-a-dire le pourcentage de vésicules
retrouvé dans chaque organe comparativement au pourcentage total dans tout
I’organisme, au lieu du pourcentage retrouvé dans chaque organe par rapport
au total injecté. Cette représentation nous amene a des conclusions

différentes.

Nous retrouvons dans le foie, 30 minutes apres injection, un pourcentage
relatif de vésicules qui est le méme pour les vésicules-DLPC, les vésicules-
DLPG et les vésicules-DLPS, mais qui est plus faible pour les vésicules-LA.
Cette observation est statistiquement significative d’aprés un test-t. Donc,
d’aprés ces deux figures, I’affinité du foie pour les vésicules-DLPC, les
vésicules-DLPG et les vésicules-DLPS est la méme et est plus grande que

pour les vésicules-LA.
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Figure 47. Pourcentage relatif de vésicules retrouvé, en fonction du
temps, dans les principaux organes, pour les différentes

vésicules de Kobayashi.

La valeur de chaque barre correspond a la moyenne + |'¢cart-type d’un minimum de 3
expériences faites avec un lot de 3 a 4 souris par expérience.

- Deuxiemement, d’apres la figure 46, ’affinité de la rate est la méme

pour les vésicules-DLPC, les vésicules-DLPG et les vésicules-DLPS, mais est

plus faible pour les vésicules-LA. Cependant, les vésicules-DLPC qui sont

retrouvées dans la rate 30 minutes aprés injection sont dégradées par cet
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organe moins rapidement que les 3 autres types de vésicules, ce qui fait que 48
heures apres injection, la quantité de vésicules-DLPC qui reste par gramme de
tissu est presque deux fois plus grande que celle des autres vésicules. En
calculant le pourcentage relatif des 4 types de vésicules, montré a la figure 47,

nous obtenons la méme conclusion.

- Troisiémement, la figure 46 montre qu’apparemment, les reins ont une
affinité plus grande pour les vésicules-LA que les vésicules-DLPC, les
vésicules-DLPS et vésicules-DLPG. Ce qui est le contraire pour les autres
organes. Cette différence est significative comme le montre le test-t. Par
conséquent, soit les reins ont une affinité plus grande pour les vésicules-LA,
soit il y a une plus grande quantité d’iode-125 libre provenant de la

dégradation des vésicules-LA qui est éliminé dans ’urine.

En conclusion, d’apres les figures 46 et 47, le foie et la rate ont une plus
grande affinité pour les vésicules-DLPC, les vésicules-DLPG et les vésicules-
DLPS que pour les vésiculessLA. Au contraire, les reins montrent

apparemment une affinité plus grande pour les vésicules-LA, mais ceci résulte
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plus probablement d’une plus grande quantité de produits de dégradation des

vésicules-L A par les autres organes, produits qui sont éliminés par I’urine.

Les vésicules-DLPC ont incorporé dans leur membrane du DLPC, qui est
un lipide neutre, les vésicules-DLPG et les vésicules-DLPS ont incorporé du
DLPG et du DLPS, qui sont des lipides chargés négativement, et les vésicules-

LA contiennent un lipide chargé positivement.

Nos résultats montrent que plus il y a de charges négatives sur les
vésicules, plus vite elles sont captées par le foie et la rate. La charge des
vésicules a donc une influence sur leur vitesse de captation et sur leur
biodistribution. Il est donc possible de modifier la cinétique et la

biodistribution des vésicules en changeant la composition de leur membrane.

Voici une synthése des résultats obtenus avec les différentes préparations

de vésicules de Kobayashi et les nanoérythrosomes :
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Tableau 9. Synthése des études de cinétique et de biodistribution de 5
types de vésicules.

Type de vésicules | Taille Organes cibles Clairance sanguine | Vitesse de
(nm) Dégradation

Nanoérythrosomes| 94 +40 Foie & Rate (+) Rapide Rapide
Reins & Poumons (1) < 5% < 50%

Vésicules-DLPC |129+31 Foie & Rate (+) Rapide Moyenne
Reins & Poumons (%) <11% < 70%
Vésicules-DLPG |148+49 Rate (+) Rapide Rapide

Foie & Reins (£) < 8% 50%

Vésicules-DLPS |147+32 Foie & Rate (+) Rapide Rapide
Reins (£) < 7% < 50%

Vésicules-LA | 167+29 Reins (+) Rapide Moyenne
Rate & Foie (%) 9% <65%

(+) Activité spécifique élevée calculée dans I'organe (entre 100 et 200 CPM /g)
() Activité spécifique moyenne calculée dans I'organe (entre 25 et 100 CPM /g)

Les pourcentages représentant la clairance sanguine sont les pourcentages de la quantité
totale de vésicules injectées restant dans le sang 30 minutes aprés injection.

[L.es pourcentages représentant la vitesse de dégradation sont les pourcentages de la quantite
totale de vésicules injectées encore présentes dans la souris apres 30 minutes.
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CHAPITRE 1V

DISCUSSION

Nous allons discuter des idées essentielles qui nous permettront
d’envisager les applications potentielles des vésicules de Kobayashi comme

agent de transport de médicaments.

4.1. Remarques sur la captation de I’iode-125 libre par la glande
thyroide et I’estomac.

Nous avons montré que I’iode-125 libre injecté par voie intraveineuse,
était surtout capté par la glande thyroide et I’estomac. Ces résultats sont en
accord avec la littérature (Hinkle & coll., 1998). L’iode-125 qui est capté par
la glande thyroide est utilis€¢ pour la fabrication des hormones thyroidiennes.
L’iode en exces est €liminé par les reins. Nous avons montré que, 30 minutes
aprés injection de 1’iode, il ne restait que 20% de 1’iode-125 injecté¢ dans
I’organisme, le reste est donc €éliminé dans ’urine, ce que nous avons vérifié
en mesurant la radioactivité de I’urine des souris. Ce résultat montre que
I’iode-125 qui n’est pas capté par la thyroide ou I’estomac est €liminé treés

rapidement. Ce résultat est en accord avec les résultats de Jean Désilets qui a
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fait la méme cinétique et la méme biodistribution de I’iode-125 libre injecté

par voie intraveineuse a des souris (Désilets, 2000).

La captation de I’iode-125 libre n’est pas une propriété exclusive de la
glande thyroide. L’iode peut aussi étre capté par les cellules de I’estomac, les
glandes salivaires et mammaires (Hinkle & coll., 1998). L’iode-125 qui se
retrouve dans les glandes mammaires et salivaires contribue a augmenter la
radioactivité de la carcasse. Ces glandes ne sont pas séparées de la carcasse
lors de la dissection de I’animal, et par conséquent cela surévalue le
pourcentage de la radioactivité retrouvé dans la carcasse. Cependant, ces
glandes sont trés petites. Il est donc peu probable qu’elles captent un
pourcentage élevé d’iode-125. De plus, la vessie n’est pas séparée du reste de
la carcasse, mais comme nous la vidons de son contenu, il y a peu d’iode-125
libre de |’urine qui se retrouve dans la carcasse. Par conséquent, la
radioactivité comptée dans la carcasse n’est pas majoritairement due a I’iode-
125 capté par les glandes mammaires et salivaires, ou qui reste dans la vessie,
mais bien a la captation des vésicules par un ensemble de tissus qui forment la

carcasse, ¢’est-a-dire la peau, les os, les muscles et le tissu adipeux.
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Ces résultats sont importants puisqu’ils servent de contrble lors de
I’analyse de la biodistribution des vésicules de Kobayashi dans |’organisme.
Si I’iode-125 se détache de la membrane des vésicules, ou si il y a destruction
des vésicules et libération d’iode-125, cet iode libéré sera capté par la thyroide
et I’estomac et le reste éliminé dans ’urine. L’activité de la thyroide permet
donc d’évaluer la quantité d’iode-125 qui se détache. La radioactivité
mesurée dans les organes est due aux vésicules captées par ces organes. Les
nanoérythrosomes ou les vésicules de Kobayashi captés par les organes seront
dégradés et métabolisés, et I’iode-125 libéré va se retrouver finalement dans la

thyroide et dans I’urine.

Cependant, il se peut que les vésicules ou les nanoérythrosomes soient
aussi dégradés par les tissus en peptides iodés, qui eux ne vont pas dans la
thyroide comme le fait I’iode libre. Ces peptides vont rester dans les organes,
ou seront relargués dans le sang et seront véhiculés vers d’autres organes.
Nous ne pouvons pas, d’apres les expériences que nous avons effectuées,
distinguer entre la radioactivité qui est liée a des vésicules intactes de la
radioactivité liée a des peptides qui proviennent de la dégradation de ces

vésicules.
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Afin de différencier les vésicules intactes radioactives des peptides
radioactifs produits par dégradation des vésicules, nous aurions pu injecter un
composé marqué, tel que la tyraminyl-inuline, encapsulée dans des vésicules
de Kobayashi. L’encapsulation de cette molécule dans les vésicules permet de
suivre le contenu et non le contenant. La tyraminyl-inuline est une molécule
qui a une demi-vie trés courte dans le compartiment sanguin, avec une durée
de vie de ’ordre de 20 minutes. Par cette méthode, seules les vésicules de
Kobayashi intactes qui enferment toujours de la tyraminyl-inuline marquée
sont détectées. Les vésicules dégradées liberent la tyraminyl-inuline qui est
rapidement éliminée dans |’urine et elles ne sont par conséquent plus

détectées.

Une étude de distribution tissulaire de nanoérythrosomes marqués a
I’iode-125 ainsi que de tyraminyl-inuline marquée a I’iode-125 encapsulée
dans des nanoérythrosomes a été fait avec succes par Jean Désilets. Jean
Désilets a montré qu’il n’y avait pas de différence dans le patron de
distribution des nanoérythrosomes dont la membrane est marquée a 1’iode-125
et le patron de distribution des nanoérythrosomes dans lesquels a été

encapsulée la tyraminyl-inuline marquée a I’iode-125. Par conséquent, les
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produits de dégradation de la membrane des vésicules sont rapidement
éliminés. Il est probable qu’il en est de méme pour les vésicules de
Kobayashi. Nous avons donc admis que toute la radioactivité mesurée dans
’organisme, a I’exception de celle de la thyroide, est due a I’iode lié¢ aux
vésicules. Dans certains calculs, nous n’avons pas tenu compte de la

radioactivité de la thyroide car elle est due surtout a I’iode-125 libre.

Il aurait été intéressant d’encapsuler la tyraminyl-inuline radioactive dans
les vésicules de Kobayashi, mais nous ne I’avons pas fait car c’est une

technique qui n’est pas encore au point pour ces vésicules.

4.2. Critique de la technique de marquage a I’iode-125 par I'ODO-
GEN®.

Nous avons choisi de marquer les vésicules de Kobayashi avec de I’iode-
125 car ce radioélément est facilement détectable par un compteur Gamma
sans que les tissus aient a subir de traitement comme c’est le cas, en autre,
pour le marquage au tritium qui requiert une solubilisation des tissus. La
procédure de marquage utilise un substrat nommé IODO-GEN®. Cette

méthode a été choisie car elle est simple, qu’elle ne demande pas de longues
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préparations, le marquage des protéines est rapide et surtout le substrat utilisé

n’est pas un agent oxydant puissant qui cause une dénaturation des protéines.

Cependant, le marquage s’effectue en substituant un hydrogene par un
atome d’iode-125 sur le cycle aromatique des tyrosines. Les tyrosines sont
modifiées ce qui pourrait altérer les protéines qui contiennent des tyrosines.
Cette altération des protéines serait-elle de nature a accélérer la dégradation

des vésicules et modifier sa captation par les tissus?

Une étude d’immunoréactivité a été effectuée, par Hinkle et coll. en
1998, avec des anticorps monoclonaux utilis€és pour des chirurgies
« immunoguidées ». Ces auteurs ont montré que les anticorps monoclonaux
marqués a |’iode-125 subissaient des changements physico-chimiques en
fonction du temps, mais que ces changements étaient faibles d’un point de vue
clinique. De plus, I’étude effectuée par Jean Désilets avec la tyraminyl-
inuline expliquée au point de discussion précédent, montre que, méme si les
protéines subissent des changements, cela n’affecte pas la biodistribution des

nanoérythrosomes.
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Nous pouvons donc conclure qu’il est peu probable que I’iodation des
vésicules par cette technique modifie la reconnaissance et la destruction des

vésicules de Kobayashi.

4.3. Remarques sur le calcul du rendement.

Comme les vésicules de Kobayashi ne sont pas visibles au microscope
optique, il n’est pas possible de les compter facilement. Nous avons donc da
utiliser une autre méthode afin de les quantifier. Nous avons dosé la quantité
de protéines dans les vésicules de Kobayashi ainsi que [’activité de
’acétylcholinestérase. De plus, nous avons calculé I’activité spécifique de
I’acétylcholinestérase et [’enrichissement par rapport aux érythrocytes.
Kobayashi et coll. ont mentionné qu’il y avait un enrichissement important de
I’acétylcholinestérase dans les vésicules de Kobayashi comparativement aux
érythrocytes, et ont utilis€ ce critére pour comparer leurs préparations de
vésicules. Nous avons admis que, plus I’activité de [’acétylcholinestérase

d’une préparation est élevée, plus elle contenait de vésicules de Kobayashi.

Or, une préparation peut avoir une activit¢ spécifique en

acétylcholinestérase élevée, mais contenir trés peu de vésicules. De méme, il
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peut y avoir plus ou moins de protéines pour une méme quantité¢ de vésicules
d’une préparation a ’autre. Il n’y a cependant pas de moyen simple pour le
vérifier. Nous avons utilisé pour la quantification des vésicules le dosage des
protéines et de 1’acétylcholinestérase car ce sont deux méthodes simples et
rapides et parce que Kobayashi et coll., en 1983, les avaient utilisées. En
calculant I’activité spécifique de I’acétylcholinestérase et I'enrichissement par
rapport aux €rythrocytes, cela nous permet de déterminer facilement le
meilleur rendement de formation des vésicules en comparant les préparations

entre elles.

4.4. Remarques sur la quantité de vésicules de Kobayashi et de
nanoérythrosomes injectée.

I1 faut souligner que lorsque 1’on compare les vésicules de Kobayashi aux
nanoérythrosomes, nous ne sommes pas sir que la quantité de vésicules de
Kobayashi injectée soit la méme que celle des nanoérythrosomes. En effet,
nous ne pouvons déterminer ni la quantité de vésicules de Kobayashi, ni celle
de nanoérythrosomes. Nous avons injecté 50pg de protéines de chaque
préparation. Cependant, il se peut que 50ug de protéines corresponde a une

quantit¢ de vésicules de Kobayashi qui est différente de celle des
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nanoérythrosomes. Nos résultats montrent qu’il y a toujours plus de vésicules
de Kobayashi que de nanoérythrosomes dans les souris, et c’est peut étre parce
que nous en avons injecté davantage, méme si la quantité de protéines était la
méme. A mon avis, cela est peu probable car les vésicules de Kobayashi
contiennent de ’hémoglobine, qui augmente la quantité de protéines dans les

préparations, ce qui n’est pas le cas dans les nanoérythrosomes.

4.5. Remarques sur la cinétique de dégradation des vésicules de
Kobayashi et des nanoérythrosomes.

Nous avons montré que les cinétiques de dégradation dans 1’organisme
des vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes sont différentes. Trente
minutes apres injection, il reste 70% des vésicules de Kobayashi injectées et
45% des nanoérythrosomes (figure 36). Ou sont passé€s les vésicules de
Kobayashi et les nanoérythrosomes manquants durant les 30 premiéres
minutes? Il y a donc beaucoup de vésicules de Kobayashi et de
nanoérythrosomes qui sont éliminés en peu de temps. Une explication
pourrait étre que 1’iode-125 n’est pas suffisamment bien attaché aux vésicules,
qu’il se détache et est évacué rapidement dans ’urine. Cependant, nous avons

effectué une expérience contrdle afin de vérifier la stabilité du marquage de
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’iode-125 (figure 28) et nous avons montré que méme si les vésicules sont
incubées a 37°C dans du sérum de souris, le marquage est stable en fonction
du temps. Il y a encore 90% de I’iode-125 qui est toujours attaché aux

vésicules 24 heures apres le début de I’incubation.

Il ne peut pas s’agir uniquement d’une erreur de la quantité injectée,
méme si une injection dans la queue entraine parfois des pertes. En effet, nous
avons effectué un grand nombre d’injections et nous avons toujours obtenu
une élimination rapide de la radioactivité dans les premieres minutes de
I’expérience. Cependant, une certaine quantité reste dans la seringue. Cette
quantité résiduelle provoque une perte de la quantité de radioactivité, environ

3%, mais cela ne peut pas expliquer les 30 ou 55% manquant.

Afin de déterminer si la radioactivité manquante se retrouve dans [’urine,
nous avons recueilli I’urine de 12 souris durant les 30 premieres minutes apres
injection. Les résultats de ces 12 souris proviennent de 3 expériences
séparées, c’est-a-dire que nous avons injecté des vésicules-DLPC a 4 d’entre
elles, des vésicules-DLPG a 4 autres et finalement des vésicules-DLPS aux 4

derniéres. Nous avons retrouvé seulement 4.6+1.6% de la radioactivité totale
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injectée dans la souris dans |’urine durant les 30 minutes suivant I’injection.
Cela n’explique donc pas pourquoi il ne reste jamais plus de 70% de la
radioactivité injectée aprés 30 minutes. A la figure 32, nous avons montré que
75% de I’10de-125 libre est éliminé dans 1’urine en 30 minutes. Donc, si les
vésicules sont rapidement dégradées et que I’iode est libéré, il se retrouvera
dans I’urine en trés peu de temps, sinon il sera détecté dans la souris.
Cependant, la technique pour recueillir 'urine peut entrainer des erreurs.
Comme elle est recueillie avec des papiers buvards, il se peut que nous ne
’ayons pas toute recueillie et qu’une quantité n’ait pas été comptée. Nous
avons aussi recueilli les féces des 12 souris et nous y avons retrouvé qu’un

faible pourcentage de radioactivité, soit moins de 1%.

Le compteur Gamma peut aussi €tre une source d’erreurs. Nous avons
remarqué que les lectures peuvent varier de quelques pour cent, jusqu’a 3%,

pour un méme échantillon compté plusieurs fois.

La différence importante entre la quantité de radioactivité injectée et
celle comptée aprés 30 minutes est probablement due a cet ensemble de causes

d’erreurs.
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4.6. Utilisation des vésicules de Kobayashi comme systéme de transport
de médicaments a relarguage lent dans la circulation sanguine.

Un des objectifs de ce travail était de mettre au point un systéme de
transport de médicament qui permette un relarguage lent de la substance
encapsulée. Pour ce faire, le systéme doit demeurer longtemps en circulation
et doit étre bien toléré par I’organisme, c’est-a-dire qu’il ne doit pas étre
dégradé trop rapidement par les systemes de défense, ni par les organes. Nous
avons tout d’abord comparé la cinétique et la biodistribution des vésicules de

Kobayashi et des nanoérythrosomes.

Premierement, nous avons montré que les cinétiques de dégradation par
I’organisme des vésicules de Kobayashi et des nanoérythrosomes sont
différentes. Nous avons observé que les vésicules de Kobayashi sont
dégradées plus rapidement que les nanoérythrosomes durant les 4 premicres
heures aprés injection, mais par la suite, elles sont dégradées moins
rapidement (figure 36). Cependant, durant toute la période de temps étudiée,
nous pouvons dire que les vésicules de Kobayashi sont généralement mieux
tolérées par I’organisme que les nanoérythrosomes car le pourcentage de
vésicules qui reste, donc qui n’a pas été dégradé par I’organisme, est toujours

le double de celui des nanoérythrosomes.
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Deuxiémement, nous avons montré par les études de cinétique et de
biodistribution que les vésicules de Kobayashi sont retirées rapidement de la
circulation sanguine et captées par les organes. Seulement 10% de la dose
totale est encore dans le compartiment sanguin 30 minutes apres injection.
Les vésicules de Kobayashi restent plus longtemps dans la circulation que les
nanoérythrosomes, mais malgré tout, leur durée de vie dans la circulation
sanguine est trop courte pour que I’on puisse les utiliser, dans I’état actuel des

choses, pour relarguer lentement une drogue dans la circulation sanguine.

Comment se fait-il que des vésicules, qui sont constituées de la
membrane d’érythrocytes soient retirées si rapidement de la circulation
sanguine? Quelles sont les causes possibles qui expliquent la destruction
rapide des vésicules de Kobayashi alors qu’elles sont des fragments
d’érythrocytes et par conséquent devraient rester longtemps dans la

circulation?

Le marqueur principal de la destruction des érythrocytes endommagés
et/ou sénescents est une protéine membranaire, la bande 3 (Kay, 1983 et Lutz

& Shingaro-Wipf, 1983). Cependant, comme la bande 3 est présente aussi
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bien chez les érythrocytes jeunes que agés, le changement membranaire que
doit subir cette protéine pour provoquer la destruction de I’érythrocyte n’est
pas clair. Trois hypothéses sont proposées par Kay en 1975 pour expliquer
cette reconnaissance; 1) la bande 3 agée est coupée ou modifiée, 2) un site
antigénique est exposé suite au vieillissement et 3) la distribution

membranaire de la bande 3 est altérée.

D’autre part, il a ét€¢ démontré par Eungyeong et Huestis en 1994 que
lorsque des liposomes composés de lipides ayant de longues chaines saturées
(mono ou disaturées) de phosphatidylcholine sont mis en présence
d’érythrocytes, il y a oxydation de I’hémoglobine des érythrocytes. Il a aussi
été établi par Low et coll. en 1985 que lorsque 'hémoglobine se dénature, elle
se lie avec la bande 3 et I’agrégat formé constitue un déterminant antigénique
reconnu par les anticorps. L’agrégation de la bande 3 est I’hypothése la plus
probable qui peut expliquer le fait que, méme si les vésicules de Kobayashi
sont constituées de la membrane des érythrocytes, elles sont quand méme

retirées de la circulation sanguine et dégradées.
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Cependant, nous ne pouvons pas dire que la bande 3 est ’'unique facteur

qui fait que les vésicules de Kobayashi s>ont rapidement retirées de la
circulation sanguine. En effet, les liposomes sont aussi retirés rapidement de

la circulation sanguine, mais ne contiennent pourtant pas de bande 3.

En conclusion, nous devons admettre que les vésicules de Kobayashi
telles que préparées actuellement, pourraient étre utilisées pour prolonger la
durée de vie d’un médicament qui serait trés rapidement détruit lorsqu’il est
injecté sous forme libre dans le sang, mais pourraient difficilement servir a
relarguer de fagon progressive sur une longue période de temps des

médicaments dans la circulation.

Nous suggérons pour augmenter la demi-vie des vésicules de Kobayashi,
de camoufler les dommages faits a la membrane. Il a été¢ démontré que le
polyétyléneglycol (PEG) ou ses dérivés pouvaient déjouer les macrophages du
systéme réticulo-endothélial. Le PEG a été utilisé pour prolonger la demi-vie
des liposomes qui sont eux aussi rapidement retirés de la circulation sanguine

(Harashima & Kiwada, 1996).
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Notre travail est basé sur I’hypothése que les vésicules de Kobayashi ne
seraient pas reconnues par les systemes de défense de |’organisme car elles
sont composées de la membrane des érythrocytes. Si nous devons traiter les
vésicules de Kobayashi avec des substances telles que le PEG, y a-t-il un
avantage a utiliser les vésicules de Kobayashi plutot que les liposomes? 1l est
difficile de répondre a une question de ce genre dans |’état actuel des
connaissances sur les vésicules de Kobayashi. Avant de rejeter I’idée
d’utiliser les vésicules de Kobayashi comme transporteurs de médicaments, il
faudrait pousser la recherche un peu plus et en particulier comprendre

pourquoi elles sont éliminées rapidement.

Premierement, il faudrait préciser le mécanisme de formation des
vésicules de Kobayashi, a savoir si il y a vraiment incorporation de lipides
dans la membrane de I’érythrocyte. Cela pourrait se faire en utilisant des
lipides radioactifs et en déterminant si ils se retrouvent vraiment dans la

membrane des vésicules de Kobayashi.

Deuxiemement, il serait intéressant de voir ce que donnerait le traitement

des vésicules de Kobayashi au PEG. Si les vésicules traitées au PEG ne sont
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pas aussi rapidement reconnues que les vésicules non traitées, c’est que leur
membrane est endommageée. Les recherches devraient alors s’orienter vers la

mise au point de techniques qui diminuent les dommages faits a la membrane.

Troisiémement, nous suggérons de déterminer si I’hémoglobine dans les
vésicules de Kobayashi est oxydée. @~ Comme nous I’avons expliqué
précédemment, la présence d’hémoglobine dénaturée ou oxydée serait une des
causes de I’agrégation de la bande 3 qui forme un déterminant antigénique
reconnu par les anticorps. L’agrégation de la bande 3 est la cause la plus
probable qui peut expliquer le fait que, méme si les vésicules de Kobayashi
sont préparées par une méthode plus douce que les nanoérythrosomes, il y a
quand méme reconnaissance par les macrophages et destruction des vésicules
de Kobayashi. Il est possible de quantifier I’oxydation de 1’hémoglobine par
lyse avec du Triton X-100 et dosage de I’oxyhémoglobine, métahémoglobine
et I’hémochrome par mesure des coefficients d’extinction des especes
tétramériques et des absorbances a 560, 577 et 630nm (pH=7,4) (Eungyeong

& Huestis, 1994).
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Quatriémement, on pourrait aussi déterminer si les anticorps autologues
contre les érythrocytes se fixent aux vésicules de Kobayashi et de déterminer
ou exactement il se fixent en séparant les protéines par chromatographie sur
gel de sépharose. Cette expérience permettrait peut etre de déterminer quelles
protéines sont endommagées lors de la préparation des vésicules de
Kobayashi.  La connaissance des protéines endommagées permettrait

d’orienter les recherches vers une technique de préparation améliorée.

4.7. Utilisation potentielle des vésicules de Kobayashi (vésicules-DLPC)
comme systéme permettant le ciblage des médicaments.

Nos résultats de biodistribution indiquent que les vésicules de Kobayashi
(vésicules-DLPC) sont captées principalement par les organes qui font partie
du systéme réticulo-endothélial, le foie et la rate. Une fois dans la circulation
sanguine, les vésicules ne peuvent pas traverser la paroi des vaisseaux
sanguins et par conséquent, elles peuvent difficilement étre utilisées pour
cibler des sites pathologiques hors du systéme sanguin. La biodistribution des
vésicules de Kobayashi est trés semblable a celle des nanoérythrosomes. Les
applications possibles sont donc les mémes que celles des nanoérythrosomes

et des liposomes. Ceci constitue une limitation importante pour les
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applications thérapeutiques possibles des vésicules de Kobayashi. Par contre,
la biodistribution des vésicules a montré qu’un fort pourcentage de la dose
totale injectée se retrouve dans le foie. Il serait donc en principe possible
d’utiliser les vésicules de Kobayashi pour cibler un agent thérapeutique vers
cet organe, mais les liposomes font la méme chose et leur technique de

préparation est plus simple.

4.8. Modification de la pharmacocinétique des vésicules de Kobayashi
en utilisant d’autres lipides pour induire leur formation.

D’apres le mécanisme proposé par Kobayashi et coll. en 1983, pour la
formation des vésicules, il y aurait insertion de lipides, utilisés pour induire la
vésiculisation, dans la membrane de 1’érythrocyte. Ces lipides, situés dans le
feuillet externe des vésicules, modifient les propriétés des vésicules et leur

interaction avec les cellules.

Nous voulions, en changeant la composition des lipides utilisés pour
induire la formation des vésicules de Kobayashi, déterminer s’il était possible
d’obtenir des vésicules dont la cinétique et la biodistribution soient

différentes.
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Les vésicules-DLPC sont les vésicules qui ressemblent le plus aux
érythrocytes natifs et par conséquent sont moins rapidement reconnues, que
les autres types de vésicules, par les macrophages. Les vésicules-DLPS et les
vésicules-DLPG ont dans leur feuillet lipidique externe des lipides qui sont
plutot situés dans le feuillet lipidique interne des cellules ce qui fait qu’elles
sont reconnues plus rapidement par les macrophages. Les vésicules-LA
contiennent plus de charges positives que les membranes naturelles, qui sont

chargées négativement.

Nous avons en effet montré que les vésicules ont une cinétique et une
biodistribution qui dépend des lipides utilisés pour induire leur formation. De
fagon générale, les vésicules-DLPG et les vésicules-DLPS sont captées par les
organes, dégradées et éliminées de 1’organisme plus rapidement que les
vésicules-LA et les vésicules-DLPC. De plus, les vésicules-DLPG et
vésicules-DLPS sont captées par les macrophages en circulation qui les
dégradent rapidement puisque 30 minutes apres injection, il ne reste que 50%
des vésicules injectées dans I’ensemble de 1’organisme. En 1982, Fidler et
Mehla et coll. ont montré que les liposomes composés de PC+PS se lient et

sont phagocytés par les macrophages a une vitesse plus élevée que les
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liposomes de PC. Donc, si on veut cibler les macrophages, les vésicules-
DLPG et les vésicules-DLPS sont indiquées. Cependant, il ne faut pas oublier
que ces vésicules sont aussi captées par les organes tels que le foie, la rate et
les reins. Il faudrait étre capable de suivre les vésicules-DLPG et les
vésicules-DLPS et déterminer précis€ément quelles cellules des organes les
dégradent, ce qui peut étre fait apres coloration des vésicules avec une sonde

fluorescente et examen de coupes histologiques.

Une expérience semblable pourrait aussi étre faite avec les autres types
de vésicules afin de vérifier si les résultats que nous avons obtenus
représentent la biodistribution des vésicules, et non pas celle de peptides iodés
qui proviennent de leur dégradation par les tissus ou de 1’iode-125 libre encore

présent dans I’organe.
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CHAPITRE V

CONCLUSIONS

L’objectif général de notre travail était de faire une étude
pharmacologique de base sur les vésicules de Kobayashi afin d’évaluer leur
potentiel comme transporteurs de médicaments.  L’objectif spécifique

principal de notre travail devait servir a répondre a la question suivante :

Est-ce que la méthode de préparation des vésicules de Kobayashi est plus
douce que celle des nanoérythrosomes et permet d’augmenter leur durée de

vie dans la circulation sanguine?

L’hypothése était que ce nouveau véhicule, les vésicules de Kobayashi,
pouvait déjouer les systémes de défense de I’organisme qui élimine les
substances étrangeres ou sénescentes. Cependant, nous avons montré, que
méme si les vésicules de Kobayashi proviennent des érythrocytes, elles sont
rapidement retirées de la circulation sanguine, mais elles y demeurent quand

méme deux fois plus longtemps que les nanoérythrosomes. Nous concluons
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par conséquent, que la méthode de préparation des vésicules de Kobayashi est

plus « douce » que celle des nanoérythrosomes.

Notre étude permet d’envisager I’utilisation des vésicules de Kobayashi
dans un but thérapeutique. Cependant, des améliorations doivent étre encore
apportées a ces préparations afin que leur demi-vie dans la circulation
sanguine soit augmentée. De plus, il serait intéressant de trouver un bon
mélange de lipides qui induit la formation de vésicules de Kobayashi qui

cibleraient un organe en particulier, autre que le foie, la rate ou les reins.
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