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INTRODUCTION GENERALE :

I. Définition du CAP :

La capécitabine est un médicament anticancéreux qui appartient a la famille
des fluorpyrimidines orales; il guérit plusieurs tumeurs comme (cancer du colon, cancer de

I'estomac, cancer du sein)[1]. Il interfere avec la croissance des cellules en multiplication.

B Capecitabine ;
R

A
| 1500mg | [
_5’::[' ] e i - m
™ ';I:]]’ -
VI a3 \‘ﬂ" —_T|:-I:"q‘.:.r- _:l-_\)hjl
120 film-coated tablets e l "

G <F._mh} S-DFUR EFU

Figure 1. 1: La structure moléculaire du capécitabine CAP.[2]

Il.Importance Biologique du CAP :
La capécitabine est une molécule inactive, une fois absorbée, par les cellules tumorales, elle sera
transformée en une forme active la 5- fluorouracile (5-FU). Le métabolisme ce dernier perturbe la
synthese de I’ADN, de I’ARN et des protéines a travers 1’inhibition de la méthylation de I'acide
désoxyuridylique en acide thymidylique[3][4]. L’activité cytotoxique du 5-FU est dépende du

temps sa courte demi-vie du médicament.
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Figure I. 2: L action du Capésitabine CAP.[5]

% PROBLEMATIQUE :

La capécitabine est un médicament impliquée dans le traitement de nombreux types de cancers
notamment le cancer du sein, le cancer de I’estomac et le cancer colorectal. La molécule a une
durée de vie variante entre 0.5 a 2h, et la dose quotidienne de médicament varie entre 10 a 14
comprimés par jour[6]. L’administration d’un tel nombre de comprimés entraine une
augmentation continue du pic de capécitabine dans le sang, ce qui entraine une toxicité hépatique

en plus de I’inconfort du patient avec la prise répétée au quotidien[7].

s OBJECTIFS:
Notre objectif dans ce travail est de proposer un systéme alternatif d’administration de ce
médicament, afin d’améliorer son efficacité thérapeutique notamment sa biodisponibilité qui a
pour intérét de réduire la toxicité de la molécule et le nombre de doses prises par jour. Nous
2
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avons choisi, les cyclodextrines (CD) qui sont des oligosaccharides (a 1—4)-glucopyranoses
cycliques solubles dans 1’eau naturellement disponibles composées de six unités de glucose ou
plus ; nous avons choisi d’étudier les complexes inclusions (CD a /B + CAP)en utilisant
plusieurs méthodes a savoir : 1’analyse par RNM *H ; 1I’Absorbance UV ; fluorescence et FTIR.
De plus une étude in-silico ADMET du CAP ainsi qu’une évaluation in vivo de I’activité

biologique de la nouvelle formulation.

Le plan de ce mémoire s’articule autour de deux grandes parties, dont la premicre est une
synthése bibliographique qui s’étendre sur deux chapitres : dans le 1%, nous exposons les
propriétés et les caractéristiques du CAP ainsi que ses effets thérapeutiques. Dans le second

chapitre, nous discutons 1’intérét de la CD dans encapsulation du CAP.

La deuxiéme « partie pratique », englobe le travail effectué ainsi que les résultats et discussions
concernant les études réalisées, ainsi que le détail des données expérimentales de 1’encapsulation

entre (CD /CAP), I’évaluation de son activité biologique et 1’étude de docking.

Notre partie pratique a été réalisée au laboratoire COSNA de 1’université de Tlemcen et le

Centre de Recherche en Sciences Pharmaceutique a Constantine.
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PARTIE I: SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE

CHAPITRE I : Le Capécitabine CAP
INTRODUCTION

Il existe plusieurs études dans la littérature sur les propriétés physico-chimiques et biologiques
de I'action de la capécitabine CAP, on passe en revue dans ce chapitre, quelques propriétés.

|.Proprétes de biodisponibilité :
1) Définition :
Le capécitabine est un pro médicament antinéoplasique oral. L’activation du CAP suit une
voie avec trois étapes enzymatiques et deux métabolites intermédiaires, la 5-désoxy-5-
fluorocytidine (5’-DFCR) et la 5-désoxy-5-fluorouridine (5’-DFUR), pour former le 5-FU

préférentiellement dans les tissus tumoraux|[8].

Intestin
Foie
E———g Cﬂpecitahin—;\ Tumeunr
!
CE
v -
5" _DFCR > 5°-DFCR
CyD CyD l
v
5"-DFUR > 5 DFUR
p /
Thymidine
phosphorylase
5-FU

Figure I1. 1:Schéma repréesentant la conversion enzymatique de la capécitabine en 5-
fluorouracile[9].
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Figure I1. 2: Structure chimique du 5-fluorouracile[10].
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Figure 11. 3:Les sites de déprotonation N1 et N3 du 5-fluorouracile[11].

Le5-fluorouracile (5-FU), 5-fluoro-2,4-(1H ;3H)-pyrimidindione(fig.2)[10], est un uracile
substitué présentant un atome de fluor en position 5.La molécule peut étre déprotonée
différemment dans les positions N1 et N3,provoquant des corrélations simples entre des

propriétés inductifs et pKa (milieu basique) (fig.3)[11].

2) Etude in vitro et in vivo :[8]
e Dans les expériences in vitro : la CAP subi le métabolisme hépatique.
e Dans les conditions in vivo : la CAP administrée par voie orale doit passer la barriére
intestinale pour atteindre le foie puis se répandre dans le corps.

Le CAP excrétée dans I'urine dépend des metabolismes gastro-intestinaux, hépatique, extra-
hépatique et de I’efficacité de la clairance rénale. Les récupérations de substances liées au
médicament dans I’urine ne sont pas significativement différentes entre les rats et les souris
lorsqu’ils sont administrés a la méme dose, ce qui est cohérent avec un traitement presque
complet et une absorption fiable de CAP par le tractus gastro-intestinal chez ces espéces, comme
cela a déja été observé dans d’autres études chez 1’animal ou chez I’homme. Le reste des

composés lies au médicament pourrait étre éliminé via les matieres fécales sous forme de

6
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médicament intacte. La CAP excrétée dans I’urine pendant 72 h est significativement plus élevée

chez la souris que chez le rat.

CONCLUSION

L'activité du capicitabine (5-FU)dépendant du temps, en fonction de la courte demi-vie du
médicament. 1l est nécessaire d'administrer des doses croissantes et progressivement fréquentes
pour assurer l'obtention de concentrations plasmatiques optimales. Néanmoins, I'exposition
systémique a fortes doses de 5-FU peut induire de forts effets secondaires. En raison de sa
biodisponibilité réduite, le mode d'administration le plus approprié pour le 5-FU est sous forme

d'injections .
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CHAPITRE Il:Etude des cyclodextrines et leurs complexesd’inclusions.

INTRODUCTION :
Lors de ce chapitre, nous passons en revue quelques travaux réalisés, sur les complexes
d'inclusion des (CD / CAP), pour améliorer la solubilité, 1’absorption cellulaire et la pénétration

intestinale du CAP.

I.  Les cyclodextrines :
+ Définition et propriétés :
Les CDs sont des oligosaccharides cycliques obtenus par dégradation enzymatique de 1’amidon,
ou plus précisément de I’amylose[12]. Il existe trois principaux CD, appelés CDs natives ainsi
obtenues sont 1’a-CD, la B-CD et la y-CD, constituees respectivement de 6, 7 et 8 unites

glucose.Ces unités glucopyranoses, en conformation chaise, sont reliées entre elles par des

liaisons glycosidiques a-(1,4).[13]

-—

Figure I1l. 1:Représentation structurale des a-CD, -CD et y -CD de gauche a droite.[14]

Il.  Les complexes d’inclusion :
Un complexe d’inclusion est une association d’au moins deux molécules (fig.2) dont 1’une, le
substrat (ou « invité ») est encapsulée de facon totale ou partielle par 1’autre, le récepteur (OuU «

hote ») sous I’effet d’interactions faibles.[15].

CI» I

Figure Il1. 2:Représentation d’'un complexe d’inclusion caractérisé par sa constante de
formation Ka.[16]



Partie | Synthese Bibliographique

1. Conséquences de la complexation :

L’inclusion des molécules invitées dans la cavité des CD constitue une encapsulation moléculaire

et ces molécules modifiées leurs propriétés physicochimiques[12] . On peut citer [15] :

e [’amélioration de la dissolution et de la solubilité du soluté et I’augmentation de sa
biodisponibilité (dans le cas de principes actifs),

e La modification de ses propriétés spectrales (déplacements chimiques en RMN, longueur
d’onde du maximum d’absorption en UV, intensité de la fluorescence, etc.),

e La modification de sa réactivité. Le

solutébénéficieainsid uneprotectioncontreladégradationthermiqueou photochimique.

2. Différence entre les différentes CDs :

La B-CD peut facilement accueillir des structures aromatiques et hétérocycliques, cependant, la
B-CD est moins soluble dans I’eau que les CD a et y.[17]Ceci peut s’expliquer par les liaisons
hydrogéne intramoléculaires qui s’établissent entre les fonctions hydroxyles secondaires [15]. Au
sein de la B-CD, une ceinture compléte de ces liaisons est formée, ce qui lui confere une structure
relativement rigide et une plus faible solubilit¢ dans 1’eau. Dans 1’a-CD, cette ceinture est
incompléte car 1’une des unités glucopyranose est dans une position distordue. La y-CD, non

planaire et plus flexible et posséde la plus grande solubilité dans 1’eau[13].

3. Méthodes de préparation des complexes d’inclusion :
Les méthodes les plus connues pour former les complexes d’inclusions a base de CD sont :La

co-évaporation[18] ; Préparation complexe en phase aqueuse [19] et le Malaxage[20].

4. Les propriétés de complexe inclusion (CD/CAP) :
1. Laspectrometre (FTIR) :
Les spectres IR du CD et de CAP plus le complexe (CAP + CD), ou I’on note dans le spectre du
complexe d’inclusion absence des bandes de C-F (1041 cm™) ;0-H (3131cm™) ; N-H (3519 cm
1y ', et I’apparence des bandes de C=0 (pyrimidine) ; C-O-H (2859 cm™) ;C-N (1245cmY), plus

I’apparence des bandes de cyclodyxtrine.
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CD
: H--H
C-H 1650
2H54
L T
Ch-Fl 1153
3400 C-0
LT o

Figure I11. 3:Spectre FTIR de CD messure et effectuées sur le disque KBr.[7]

-3400 et 2854 cm™ : I’étirement du O-H et C-H.

-650, 1153, 1029 et 841 cm™ pouvoir étre observés qui correspondent aux unités de glucose
HOH, C-O, C-O-C et le C-O-C des anneaux de CD, respectivement.

CAP
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Figure I11. 4:Spectre FTIR de CD + CAPmessure et effectuées sur le disque KBr. [7]
-1153cm “tet 1029 cm™ : correspondent au glucose C—O et C—-O—C unités de CD
-1245 cm™ : est lié a la flexion C-N
-1688,90 cm™ : la bande de pyrimidine carbonyle
- 1606 cm * : la bande de C=CI’étirement de la CAP
2. Impact de PH pour 1’absorption :[17]

10
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L’inclusion de 5-FU avec a-CD et B-CD a été étudiée dans des solutions tampons a différents pH
Dans les (fig.5) et(fig.6) :

034 ™ o ) 0.035
o
oz 7’ 0.080
02
- 0% 025 - 007
=
024
028 0.070
o
0.2% 0z4 , 008
rad 24 2 22 eal 0 28 24 -23 v 21 20 » " » 9 a 14 + s
(A~ A4, A-A, [A— Ay
[aCD] [aCD] [aCD)

Figure 1. 5:Dépendance de I’absorbance du 5-FU a partir de la concentration d’a-CD dans
des solutions aqueuses a différentes valeurs de pH : (a) pH = 4,3 (A = 266,6 nm) ; (b) pH =6,8
(A =266,6 nm); et(c) pH =298 (. =271,2nm).[17]
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Figure 1. 6:Dépendance de l’absorbance du 5-FU a partir de la concentration de -CD dans
des solutions aqueuses a différentes valeurs de pH : (a) pH = 4,3 (A = 266,2 nm) ; (b) pH = 6,8
(2 =266,4 nm) ; et (c) pH = 9,8 (). = 269,8 nm).[17]

Ces résultats suggerent que 1’inclusion de la molécule de 5-FU a I’intérieur des cavités a-CD et
B-CD est plus appropriée dans des conditions basiques. Le pH basique est susceptible de
favoriser un nombre plus élevé de liaisons hydrogeéne qui stabilisent 1’interaction en raison de la

forme déprotonée du médicament.
3. Pharmacocinétique de complexe inclusion :

L'exposition systémique a fortes doses de 5-FU peut induire des effets secondaires graves, la

solubilité aqueuse limitée, qui est égale a 12,5 mg/mL, limite encore son utilisation. Par
11
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conséquent, I'élaboration d'une nouvelle stratégie pour la  I'administration de 5-FU, qui
améliorera sa solubilité et son efficacité thérapeutique et, également, diminuera la répartition des
médicaments dans la circulation systémique, est hautement souhaitable. Dans ce contexte, il
existe de nombreuses possibilités  approches dans la formulation de médicaments, telles que
I'ajout de surfactants et de co-solvants, la modification de la forme médicamenteuse et

I'utilisation de cyclodextrine.[17]

% Invitro :[17]
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Figure 111. 7:Activité cytotoxique exprimée en IC (UM) de 5-FU, a-KND et f-KND, a-PM et -
PM, a-CD et f-CDcontre MCF-, A-549, Hep-G2, et les lignées cellulaires Caco-2[17].

Rl

+« Différences significatives avec le 5-FU :[17]

En I'absence de 5-FU, a- et f-CD n'ont montré aucune cytotoxicite sur les cellules MCF-7 & des
concentrations allant jusqu'a 431 et 352 UM, respectivement. Le méme résultat a également été
trouvé pour la B-CD sur des cellules Hep-G2 jusqu'a 705 uM. La p-CD a montré une certaine

capacité a inhiber la croissance cellulaire des lignées A-549 et Caco-2 bien qu'elle ait été trouvée

12
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a des concentrations élevées. Donc, I'a-CD a diminué la viabilité de Caco-2 montrant des valeurs
de Cl égales a 698 uM a 72 h.

Les données ont montré que la complexation du 5-FU avec 1’a-CD et le B-CD est capable de
déterminer méme une augmentation spectaculaire de 10 fois de I’activité du médicament
anticancéreux, probablement attribuable a I’amélioration de la perméabilit¢é des membranes
cellulaires. En raison de ’interaction entre les CD et le cholestérol contenu dans les membranes

cellulaires.

I11.  Efficacité d’un complexe inclusion par le couplage CD/ Prancipe actif sous forme de

liposome :
¢+ Définition et composition de liposome :
Le mot liposome se compose de deux parties d’origine grecque «lipos » et « Soma » qui
signifient respectivement gras et corps. De plus les liposomes ont la capacité de piéger des
agents lipophiles dans la membrane lipidique, hydrophiles dans le cceur aqueux et amphiphiles a

I'interface eau-lipide. Leur taille peut aller de quelques nanometres a plusieurs micrometres.[21]

Figure I11. 8:Dessin schématique de la structure des liposomes et des modeles de piégeage de

médicaments lipophiles ou hydrophiles.[21]

CONCLUSION: :

Ce qu’on peut conclure de ces études de la littérature qu’on a cité; que I’interaction du
CAP avec la cyclodixtrene o et B a montré que le pyrimidine du CAP est situé a I’intérieur CD o
et B, tandis que l’autre section du CAP reste a I’extérieur de la cavité. D’autre part, la

complexation a nettement améliorée 1’activité vis-a-vis la culture cellulaire in vivo.

13
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PARTIE Il:Travail Effectué

Matériels et méthode :

1. Préparation des complexes d’inclusion :

a) Ensolution (pour étude par UV-Visible et Fluorescence ) :[22]

Deux solutions aqueuses méres de CAP et de p-CD a une concentration de 2,78x10° M. Les
dilutions sont préparées a partir de chaque solution mere. Donc les complexes inclusions sont
formé a partir d’une série des solutions de différentes concentrations dont Vi=3mL : CAP x10™

M (0; 0,556; 1,11; 1,16; 2,22; 2,78; 3,33; 3,8; 4,44, 5,56).

b) Ensolide pour FTIR:

La préparation de complexe se fait par la méthode de pate complexe de malaxage (mélange
équimolaire n=1x10" mol), dans laquelle 11 mg de B-CD sont mélangés avec 3,5 mg de CAP, et

broyer pendant 30min.

c) Facteur d’efficacité de 1’encapsulation EE% :[7]

A fin de vérifier la formation des complexes d’inclusion plusieurs essais sont effectuées.

e 1% essai (B-CD/CAP):

Préparation de la solution mére du CAP dans 15 mL de méthanol de concentration égale a 1,92
x10° M, et puis préparer une série des solutions filles des différentes concentrations pour
mesurer 1’absorbance et tracer la courbe d’étalonnage A=f([CAP]) . Une autre solution a
étéréparée du complexe B-CD/CAP dans méthanol de concentration Ci=7x10“*M. Par la suite,
prélever de cette solution un volume CAP (libre) qu’on a soumis aux analyses UV, pour
déterminer ’absorbance. La projection sur la courbe détalonnage (fig.11),et déterminer la
concentration du [CAP] libre. Résultats : A=2.52 ; Cs=3.45x10"* M.

e 2™ passaie (B-CD/CAP):

Prélever 5 ml de la solution du complexe B-CD/CAP, et ajouter 2 mL de phosphate du buffer
(PBS ; pH=7.4), puis la soumettre a une forte agitation. Au final, soumettre au analyse par UV-
Visible.

16
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o 3*™assaie (0-CD/CAP):

Faire le méme protocole (1°' essai) pour le complexe inclusion (a-CD/CAP).

d) En solution de RMN *H:

Préparer, trois échantillons pour analyse RMN:CAP dans 05 mL du DMSO ge
(diméthylsulfoxyde), B-CD dans 0,5 mL du DMSO g et le dernier échantillon c’est le complexe
d’inclusion (B-CD/CAP) préparer en melangeant 0.25mL des deux solutions précédentes (CAP et
DMSOQO ).

e) Laformulation des gélules du complexe inclusion f/a-CD_CAP :

Les gélules comportent une enveloppe préfabriquée constituée de 2 parties cylindriques ouvertes,
a une extremité et dont le fond est hémisphérique : la partie inférieure est nommée « corps », la
partie supérieure un peu plus courte est appelée « coiffe », les deux parties(généralement a base
de gélatine animale, d’origine végétale ou extraite de poissons) s’emboitent exactement 1’une
dans l’autre. Le contenu des gélules est généralement solide (poudres, granulés, petits

comprimés, produits pateux...).

Il existe huit tailles de gélules en rapport avec leur volume nominal :

La masse du principe actif (PA) c’est : la masse de CAP plus de a-CD ou B-CD.
Formulation de 5 gélules par utilisation de la table de remplissage :

Formule :

Etapes a suivre :

Peser la quantité de PA(complexe CAP-a/B-CD) pour un lot de 5 gélules, mélanger bien le
complexe CAP /a-CD ou B-CD a I’aide d’un mortier et le pilon, et mesurer sans tasser le volume
apparent du principe actif Va dans une éprouvette graduée. Reporter Vpea sur la table de
remplissage de gelule « ’ABAQUE » et déterminer graphiquement, le numéro de gélule puis

déduire le volume de diluant & ajouter Vdiant, donc la quantité du diluant est déterminée en
17
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utilisant la table de remplissage des gélules appelée ABAQUE qui donne en plus le numéro de
gélule a utiliser, elle comporte : en abscisse, le volume du PA exprimé en mL, en ordonnée, le
numéro des gelules a utiliser et en diagonales, les droites correspondant aux nombres de gélules a
préparer. Pour le remplissage des gélules, en utilisant le gélulier manuel, ils sont d’abord ouvertes
puis placées dans le gélulier. Déposer la poudre sur la plaque, puis répartie uniformément a 1’aide
d’une carte a Dl’intérieur de chaque corps de gélule. Les gélules sont ensuite fermées par

emboitement des coiffes sur les corps.

-Vpa=1.2 mL Faire une projection sur la droite de 5gélules
-(numéro de la gélules) N°=2

Apres déduire a I’aide de la table de remplissage.

V=2 mL ; (V1= Vpa + Vdilant=>Viilvant= VT —Vpa) ; Vdiluant= 2 — 1.2 = 0,8 mL.
» Pour les étapes de remplissage des gélules la(fig.01; page 69)

TAOLE DE REMPLISSAGE DES CAPSULES GELATINEUSES DURES

E T A A T ]
FEE A A e A Il

[EReep—

087 ‘ 048 ’ 0y ’ 07 ‘ 00 § 018 ml

f) Etude de capacité de CAP de former des liposomes a base de CD :
o 1% essai:(fig.21; page 70)[23]

18
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- Formation de film mince:
Pour la préparation de la phase lipidique, varier les proportions: de Tween 80 et le cholestérol,
ont éteé dissous dans un solvant organique (5,3 mL chloroforme) ; ensuite éliminer sous pression
réduite a I’aide d’un évaporateur rotatif a 55°C. Donc I’obtention d’un film mince lipidique sec
sur les parois de I’erlenmeyer, I’évaporation a été poursuivie pendant 1h, pour éliminer les traces
du solvant organique.

- L’hydratation :
Dans cette étape, préparer déja la solution du complexe (B-CD/CAP) des proportions
différentes(2700 uL CAP /300 uL CD) dans I’acétonitrile et ajouter 5,3mLde la solution du
complexe pour faire I’hydratation sur le film mince, le tout est soumis a une agitation pendant
1h et 30 min dans I’évaporateur rotatif dans 55°C, observer que le mélange est devenu sec, et
que les vésicules sont apparues.

- Stockage des liposomes :
Les liposomes formés sont stockés a 4°C pendant une nuit dans un premier temps pour la
maturation des vésicules. Les images des liposomes au cours de la préparation.

e 2°Messai (fig.22 ; page 70) :

- Formation de film mince :
Suivre la méme procédure du premiére essai(Hydratation film mince);sauf utilisation de 0,069 de
Tween80 avec 0,04 g de cholestérol et ajouter 2mL de CH3CN, le tout est placé dans évaporateur
rotatif pour forme le film mince sous une température de 55°C, et en fixant pour la rotation60

tr/min pendant 1h.
- L’hydratation :

Apres avoir, hydraté par 2mL de solution du complexe B-CD/CAP, placer le tout dans

1’évaporateur rotatif pendant 1h et 30min, puis laisser au frigo a 4°C.

o 3*Messai(fig.23 ; page 70):[24]

- Formation de film mince :

En suivant la méme procédure, 1’hydratation du film mince, mélanger 120 mg de Tween 80 avec
10 mg de cholestérol dans 6mL de chloroforme. Ensuite, évaporé sous pression réduite a une

T=40°Cet sous une rotation a 50 tr/min pendant 1h.
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- L’hydratation :

Dans cette étape, utiliser la solution de phosphate de buffer tampon pH=7,4 (PBS) avec le
complexe B-CD /CAP soumis a une agitation pendant 10min, puis introduire dans le bain a
ultrasons pendant 20min a une T= 37°C. Laisser murir les liposomes a température ambiante

pendant 1 a 2h; suivi par un stockage a 4°C.

2. Analyse de complexe inclusion :

A. Analyse chimique :

a. Méthode spectrophotométrie UV-visible a réalisé a 1’aide d’un spectrophotométre UV-
Visible Perkin Elmer Lambda 25a double faisceaux dans laboratoire (LASNABO) pour la
formulation de complexe.

b. Méthode spectrophotométrie UV-visible a réalisé a 1’aide d’un spectrophotométre UV-
Visible ZaZi de MODEL 4251/50 a double faisceaux dans (CRSP) pour I’activité anti-
inflammatoire.

c. Méthode FTIR a réalisé a 1’aide d’un appareil Perkin Elmer Lambda 25dans le laboratoire
(LASNABO).

d. Meéthode la fluorescence a réalisé a I’aide d’un appareil dans I’laboratoire de CATALYSE.

e. Méthode de RMN !Ha réalis¢é sur un d’un appareil de 250 MHz a l’université de
Constantine, et un spectre pour le CAP réalisé sur un appareil magritek de 60 MHz dans le
laboratoire de CATALYSE de I’'université Abou Bakr Belkaid-Tlemcen.

f. L’analyse de ZETASIZER a réalisé dans cette étude ont été effectuees laboratoire des
macromolécules, de I’Université Abou Bakr Belkaid-Tlemcen.

g. Les études de I’évaluation de I’activité biologique, et de Docking ont réalisé lors de notre

stage au centre de recherche en sciences pharmaceutique (CRSP) a Constantine.

B. Analyse biologique:(Etude de I’effet biologique des complexes § CD-CAP)

1- Etude de Pactivité anti inflammatoire des complexes :[25]

e Principe :
Le test repose sur 1’évaluation de I’effet protecteur de dénaturation de 1’albumine de sérum bovin

(BSA) provoquée par la chaleur (72°C).
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e Méthode :
0.5 mL de chaque concentration des médicaments (150, 250, 500, 1000ug/mL) ou du standard
(diclofénac sodique) ont été mis dans un tube stérile avec 0.5 ml de solution de BSA 0.2%
préparée dans le Tris HCI (PH : 6,6 ; 1,2144g/ 200 mL de I’cau distillée).

La solution est ensuite chauffée en au bain marie, a 37 C° pendant 15 min, puis a 72°C pendant 5

min. Un volume similaire de BSA et méthanol est utilisé comme témoin.
Apres refroidissement la turbidité est mesurée a 660 nm.

Le pourcentage d'inhibition de la dénaturation des protéines est calculé selon I'équation suivante :

Asample - Acontrol

% Inhibitiondedenaturation = x 100

AControl

2- Effet des complexes sur ’angiogenése : [26]

Le test de la membrane chorio-allantoique de I'embryon de poulet

e Principe :
La membrane chorio-allantoide embryonnaire de poulet (CAM) est un modéle pré-clinique pour

étudier I’effet des molécules thérapeutiques et des produits cosmétiques sur la néovascularisation.

e Méthode :
Un ceuf de poule fertilisé est incubé a 37°C durant quatre a sept jours, quand une ouverture est
créée dans la coquille pour observer I’embryon en formation et les vaisseaux sanguins. Les ceufs

sont traités avec la CAP et le B-CAP au 4°™jours et 1’évolution est observé au 11°™ jour.

3- Etude de la toxicité des complexes (fig.04; page 71) :

L’étude a été effectuée sur un groupe des souris males Mus musculus, agées de 6 semaines, ayant
un poids entre 22g et 28g. L’¢levage des souris a été réalisé dans une batterie avec cages en
plastiques au niveau de I’animalerie du centre de recherche en sciences pharmaceutiques, a une
température ambiante et un régime alimentaire standard avec un cycle de 12 h de lumiere/12 h
d'obscurité. Les souris sont réparties en 3 lots, chaque lot contient 3 souris traités avec deux doses
de CAP ou B-CD-CAP (11 mg et 16 mg).
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- Lot contréle
- Lot traité a avec la CAP

- Lot traité avec le complexe B-CD/CAP

Apres 14 jours les souris sont disséquées et le sang est prélevé pour les dosages des enzymes de
toxicité hépatique.

L'aspartateaminotransférase (ASAT)
L'alanine aminotransférase (ALAT)
La gamma-glutamy!l transférase (GGT)

C. Analyse in-silico :(Vérification de complexe inclusion (CAP/B-CD) par le

Doking moléculaire) (lors de notre stage au CRSP de Constantine).
1. Matériel :

1.1 Un microordinateur :

1.2 Programmes et logiciels :

Autodock vina_1_1_2:http://vina.scripps.edu/download.html/.
Chimera software-1.11: chimera-1.11.2-mac_x11.dmg/.
Untitled.cml-Avogadro :[27]

1.3 Bases des données :

Protein Data Bank http : http//www.pdb.org/
PubChem :https://bchem.ncbi.nlm.nih.gov/

2. Methodes :

2.1- Préparation de B-CD (récepteur) :

Comme mentionné plus haut, la structure de la B-CD a été extraite de 1’entrée PDB 3CGT. Cette
derniere  représente  la  structure  tridimensionnelle de la CYCLODEXTRIN
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GLYCOSYLTRANSFERASE complexee avec la BETA-CYCLODEXTRINE. Elle a pour
résolution 2.40 A [28, 29].

Aprés ajout des atomes d’hydrogéne au pH désiré (pH=7.2), la structure de la macrocycle a été
objet d’une optimisation de géométric en meécanique moléculaire par le biais du logiciel
Avogadro. Cette derniere pourrait se faire aussi par le logiciel Chimera. Une fois les atomes

d’hydrogéne rajoutés, les charges atomiques sont assignées sur chaque atome de la macrocycle.

Figure IV. 1:Structure 3D de -CD.

2.2- Préparation des ligands (Capécitabine) :

Le ligand concerné (CAPECITABINE) dans ce travail a été téléchargé de la base de données
PubChemen format SDF. Le logiciel chimera a été appelé afin d’optimiser sa géométrie en

mécanique moléculaire. Par la suite le ligand a été enregistré sous le format pdb.

Figure 1V. 2:Structure 3D de Capécitabine.
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2.3-La Boite de grille (Grid BOX) :

Cette boite est une région tridimensionnelle afin de guider la recherche conformationnelle. C’est
une cavité centrée principalement sur le site actif de la cible proteique en général. Elle définit un

espace ou toutes les conformations possible du ligand sont exploitées.

Cette boite est fragmentée en une grille tridimensionnelle réguliéere. Chaque point existant
représente une position possible pour le centre moléculaire du ligand (invitée). Cependant, lors de
la recherche conformationnelle, 1’algorithme du docking évalue les différentes conformations
possibles du ligand afin de trouver les meilleurs possibles, les plus favorables du point de vu

énergétique en termes d’interactions et d’affinité avec la molécule hote.

Dans notre cas, la boite de grille enveloppe toute la B-CD afin d’échantillonner tout I’espace

conformationnel.

Les parameétres de la boite de grille retenus lors de la simulation sont les suivant :
center_x = 57.36 ; center_y =12.02 ; center_z = 8.31
size x = 15.22A :size y =17.15A,; size_z = 16.58A

La figure suivante schématise la boite de simulation (en vert). Il est clair que la B-CD est
complétement encapsulée dans la boite. Ce genre de simulations est appelé aussi blind (aveugle)

docking.

Figure 1V. 3:Boite de grille (Grid Box) de simulation.
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PARTIE |11 : Résultats et Discussions

Résultats de complexe inclusion :
A. Pour le f-CD/CAP :

1) Détermination de la complexation par UV-Visible :

A travers les spectres suivants, le choix de la langueur d’onde max dépend de 1’absorbance

maximale :

[a]:A = 4,01; Amax = 240,07 nm ; [b]: Aucune absorbance de S-CD ; [c]:A=3,39; A=
240 nm

288 33nm: 3,504

“200 300 400 500 600 700 800
nm

0.02
0.01
-0.00

-0.07+
200 300 400 500 600 700 800
nm

Nem Description
Sample2.Sample

oo 300 400 500 500 700 800
nm

Figure V. 1:Les spectres d’absorbances UV-Visible.
[a]:le spectre d’absorbance de CAP

[b]: e spectre d’absorbance de B-CD
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[c]: le spectre d’absorbance de complexe 3-CD/CAP

¢ On a choisir zmax=240 nm :
a. 1% essai :
1. Lacourbe de job :(Tableau 01 ; page.72)

AA Xi

0.6
0.5 i

s/ AN
0.2 / \ == N\A Xi

0.1

0 d e,
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Xi

AA*Xi

Figure V. 2:La courbe de Job de complexe f-CD /CAP.

- On a observé que Xi=0,3 correspond a la valeur maximale veut dire une complexation de la
molécule invitée avec deux molécules de cyclodextrines. Ce qui est possible vue la durée de
la complexation (I’analyse a été faite apres deux jours).

2. Détermination de la constante de stabilit¢ Ka par la méthode de Benesi-Hildebrand:
(Tableau 02 ; page.72)

La constante de stabilité ou d’association Ka est déterminée graphiquement en tracant 1/AA en
fonction de 1/ [B-CD] qui nous permis d’établir la relation qui correspond a I’équation d’une

droite de type :

1 1 1

AA " [PA] < ka x be x [CD] | [PA] X he

Avec :

AA : Différence d’absorption entre le principe actif complexé et le principe actif libre,
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Ag: Différence du coefficient d’extinction entre le principe actif complexé et le principe actif

libre.
[PA] : Concentration en principe actif.
[CD] : Concentration en CD.

L’ordonnée a I’origine donne Ag et la constante d’association Ka est calculée a partir de la pente

de la droite.

y=9 x10°x - 1,289 ;Ae=2790,63 ; Kau=1,4322x10*M*

1/AA

1s y = 9E-05x - 1.2898

10

—

10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000 —¢—1/0A
——Linear (1/AA)

1/0A
o

-10

-15

-20

1/B-CD (L/mol)

Figure V. 3:La courbe de Ka de complexe f-CD/CAP.

- Pour le complexe B-CD/CAP, on a constaté bien que les points sont d’une certaine linéarité
ce qui s’explique par la formation d’un complexe d’une stabilité faible, malgré la valeur de
Ka() est important.

- La preparation de solution du complexe a été préparée plusieurs fois pour 1’obtention d’une
bonne courbe, mais sans réussite. Notre hypothese, est que 1’équilibre n’est pas atteint et la

complication est un processus dynamique en solution.
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b. 2°M essai :

1. Lacourbe de job : (Tableau 03 ; page 73)

AA*Xi
0.7
0.6
05
0.4

0.3

== AA*Xi
0.2 \
0.1

4 A\

0 0.2 0.4 0.6 0.8
Xi

AA*Xi

[N

1.2

Figure V. 4:La courbe de Job pour le complexe f-CDICAP.

On a remarqué que la valeur maximale de Xi = 0,5; ce qui implique la formation d’un
complexe de steechiométriel:1, ¢’est dire qu’une molécule de B-CD a interagi avecune seule
molécule invitée.

Dans cet essaie, I’analyse a été faite immédiatement apres la préparation du complexe.

Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-
Hildebrand:(tableau 04 ; page73)

y=2x10%x+1,193 ; As=09111,1192 ; Kap=5,965x10°M"
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y = 2E-06x + 1.1939

1.8
1.6
1.4 Pad —

1.2 Z’V
< 1

; 0.8 =f=1/AA
0.6 ——Linear (1/AA)
0.4
0.2
0
0 50000 100000 150000 200000 250000

1/B-CD (L/mol)

Figure V. 5:La courbe de Ka pour le complexe ;-CDICAP.

- Pour le calcul de Ka ici, on a vu bien que les points ne sont pas bien linéaires, ce qui nous a
menées a dire que la molécule invitée est en échange rapide entre les deux formes libres et

encapsulées. Et la valeur de Ka) est importante.

c. 3™ essai :

A:], 77 N lmax=304 nm

L
M

1.4
08
0.6
0.44
0.24

0.0 =
200 300 400 500 600 T00 Bl

nm

dom Description

P —— Somple2 Sample

Figure V. 6:Le spectre d’absorbance de complexe s-CD/CAP.

% On a choisir Amax=304 nm :
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1. Lacourbe de job :(Tableau 05 ; page 74)

AA*Xi

0.8

0.7

0.6 '_/ \
< 05
£ 04 / \\
<03 / N o AARXi

0.2

01 \

0 & N
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2

Xi

Figure V. 7:La courbe de Job de complexe p-CD/CAP a 1=304 nm.

- On a observé que la valeur maximale de Xi = 0,5, ce qui implique la formation d’un

complexe de stecechiométrie 1:1, c’est dire qu’une molécule de B-CD a interagi avec une seule

molécule invitée.

2. Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-Hildebrand:

(Tableau 06 ; page 74)

y=-2x10%x + 6,387 ;

Ae=563,19;

Ka=3,193x106 M
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y =-2E-05x + 6.3875

. — =f=1/AA
——Linear (1/AA)

1/AA
O R, N WA U O N ®O
L=

;7

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/B-CD (L/mol)

Figure V. 8:La courbe de Ka pour le complexe f-CDICAP.

- On a constaté bien que les points sont d’une certaine linéarité, ce qui s’explique par le

processus dynamique du complexe; mais la valeur de Ka)=3,193x10° Mt est importante

s D’apres les résultats des Ka on a remarqué que le Kag) est le plus grand ¢ a d le plus
stable pour former le complexe inclusion, et plus on a obtenu la steechiométrie 1:1. Et on a
conclu que le temps joue un réle trés important lors de la détermination de la

steechiométrie du complexe inclusion.

31



Partie 11 Travail Effectué

2) Détermination de la complexation par FTIR :

PerkinElmer Spectrum Version 10.4.00

mmmn

Analyste Analyst
Date dimanche 5 mars 2023 10:03

%% T

2T

7 339146 S ogg 102008
50_ \ A l'. I|I S a. n g 2 9 II|I lrn| |,|ﬁ| f
o N 1646,94, | | [l 1040.1

mf—~~~x\ 2958,12 {fff'" N\ 9 fﬂ\ﬁﬁwwm
[ ]l
- | fl o l
30 ' \\\<J (< 3145 ) ’MVMJW Y %
6 3519,3 2872,59 \ \/
_ 3 322429 2872 g

YT
=

1030.27

4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500450
cm-1

BCD  Echantilon 833 Par Analyst Date mercred, février 15 2023
CAP  Echantilon 834 Par Analyst Date mercred, #évrier 15 2023
CPLX  Echantilon 832 Par Analyst Date mercredi, février 15 2023

Figure V. 9:Les spectres de FTIR pour (p-CD; CAP; -CDI/ICAP).
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Tableau 1:L’interprétation des spectres de FTIR de complexe B-CD/CAP

Liaisons Nombre d’onde (cm™) | Nombre d’onde (cm™) | Nombre d’onde (cm™)
B-CD CAP B-CD/CAP
Alcool O-H 3391,46 3224,29 3391,66
Alcane —-CH; 2928,43 2928,85
H-O-H 1644,53 1618,12
C-0-C 1157,29 1116,43 1156,19
C-O0 1029 ,08
N-H Amine secondaire 3519,34
ou amides
C-Hs 2872,59
-C=0 Amide 1688,73 1688,52
(carbonyle de
pyrimidine)
-C-H alcanes, 2931,45 et 2958,12
cycloalcanes
-C=C 1646,94 1641,94
C-N 1252,02 1242,24
C-F 1116,43 1030,27

Les résultats de 1’infrarouge, prouve bien la formation du complexe d’inclusion, car les valeurs et

la forme des ondes des vibrations des différents liaisons ont subi un changement.
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3) Vérification de [’encapsulation de complexe f-CD/CAP :

2

20 300 400 500 600
nm

0H
omn
0
044
06
08
1.
14
14
164
18

20

21

Nem Descrption

»—Samplel Sample

Figure V. 10:Le spectre d’absorbance de CAP dans le méthanol & Amax=309,95 nm.

Tableau 2:Les différents essais pour tracer la courbe d’étalonnage

Essais V (CAP) mL [CAP] mol/L (x10%) | A (Amax= 309 nm)
1 0,2 0,384 0,091
2 0,4 0,768 0,307
3 0,6 1,152 0,480
4 0,8 1,536 0,957
5 1 1,92 1,238
6 1,2 2,30 1,700
7 14 2,6 1,805
8 1,6 3,072 1,924
9 1,8 3,45 2,572
10 2 3,84 2,568

34



Partie 11 Travail Effectué

y=0.7672x - 0.1724
R?=0.9893

¢ A
——Linear (A)

C (cAP)x104 M

Figure V. 11:La courbe d’étalonnage de CAP dans le méthanol.

o 1%essai: EE% = % x 100 = % x 100:EE% =50,71%
N -4
o 2™essai EEY% = oo x 100 =22 x100  ; EE%= 57.71%

1) Détermination de complexation par la fluorescence :

- Onaremarqué que Amax= 330.6nm (£21)>Amax (UV-Visible)= 309,45nm

CApP MU (A = 33U.0 ) BaNuwiuaLi @ EXCILE@Uuon = 3 1, EissSIion = 3 M COncenuauon >.50 1u-4

78203

Figure V. 12:Le spectre de fluorescence de CAP dans [’eau.

Il est & noter, que pour faire I’analyse on a utilisé les mémes solutions de UV-Visible de
complexe B-CD/CAP.
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Cap-beta, Cap Beta CD concentration 10* (A= 330.6 nm)

TS

S00D.0

40000

Intens ité de fluoresce nie

20000

-2Z255 1 1 L
|™WIT B 350,00 400, 0 4500 5072

Longueur d'onde A [mm)

Figure V. 13:Les spectres de fluorescence de CAP; 5-CD; Complexe inclusion.

- On a observé que I’intensité de la fluorescence pour le complexe CAP/CD a diminué par rapport
au spectre de fluorescence du CAP libre, ce qui prouve bien son inclusion dans la cavité de (B-
CD).

Cap betacyc CD concentration 10 (A= 330.6 nm)

T24Z.4

——&ER
Cap betacys €D joblD
C=p Betacys CD jobs
Cap betacws CD jobs
Cap betague €D

Cap betacye C0 jobs
Cap betacys CD jobs
Cap betasys CD job? |
Cap betacys CD jobd
Cap herams €0 job2
Cap betacys CD job2

S0000 -

40000 -

Intersitd de fluorescence

20000

1 1 1
285 3500 400.0 4500 4555
Longueur d'omnde & (i)

Figure V. 14:Les spectres de fluorescence de complexe inclusion des différentes concentration.

- On a remarqué quand la concentration du CAP est élevée, ce qui augment les intensités de

fluorescence.
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i.  Lacourbe de job par la fluorescence : (Tableau 07 ; page 75)
AF*Xi
2000
1500 A\
1000
500 \/\ == AF*Xi
O T T T T \ 1
0 0.2 0.4 0.6 0.8

1

1.2

- Onaremarqué que le complexe le prédominant est de type 3:2 correspondant au rapport de

Xi=0,6

Cap betacyc Ka concentration 107 (A = 320.6 nm)

TEO1.3

Intersité de fluorescence

Figure V. 15:La courbe de Job de complexe f-CDICAP par la fluorescence.

ren

Longueur d'onde & ()

Figure V. 16:Les spectres de fluorescence le CAP(2,78x10°M)avec des solutions de 5-CD des
différentes concentrations (1,39 ;2,78 ;4,17 ;5,6 ;6,9 ;8,3 ;0)x<10°M.
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ii. La constante de stabilité Ka :(Tableau 08 ; page 75)

Y=2x10%x+0,004 : Ae =89,928 x 10* : Ka=20,001x10*M*!

1/AF y = 2E-08x + 0.0049

R? =0.0036
0.025

0.02 N
0.015 / \

0.01 // \\ = 1/AF
0.005 A S —— Linear (1/AF)
e~

0 10000-—20000—30000—40000—-50000—-60000 7000080000
1/C,.cp (L/mol)

1/AF

-0.005

Figure V. 17:La courbe de Ka de complexe -CD/CAP.

- On a remarqué que les points pas linaire c.a.d. le complexe n’est pas bien stabilisé mais la
valeur de Ka est importante. Ce résultat est négatif.

2) Identification des molécules paranalyse des specteres RMN *H :

Unité D-glucose

OH

H Hg—
L . — )

Ca2H70042 :

38



Partie 11 Travail Effectué
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Figure V. 18: Le spectre de RMN 1H de -CD.

RMN H(250 MHz, DMSO §) : 5,80 (s,H1,7H); 5,70 (s, OH2), 4,82 (s, OH3),4,50 (s, OH®),
3,2-3,8 (m, ,(Hz,H3,H4,H5,2H6)I'V|”,28H).

Le chevauchement des signaux car 1’analyse effectuée sur un appareil bruker 250 MHz.
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Figure V. 19: Le spectre de RMN 'H de CAP.

RMN 1H(250 MHz, DMSO &) : 10,6 (s, 1H) :8 (s, 1H) : 5,7(d, 1H) ;5,49 (s, 1H) ;5,10 (s, 1H) ;
4,1 (t, 1H) ; 3,9 (t, 2H) : 3,6 (m,1H) ;3,4 (t,1H) ; 1,6 (M, 2H) : 1,4 (d, 3H) ;1,3 (m, 2H) ; 1,2 (m,
2H) ; 0,9 (t, 3H).
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Figure V. 20: Le spectre de RMN H de complexe inclusion (f-CD/ CAP).

RMN !H(250 MHz, DMSO §): 8 (s, 1H); 5,8 (s,7H) ;5,77 (s,7H);5,70 (d, 1H) ;5,44 (s,
1H) ;5,10 (s, 1H) ; 4,82 (s, 7H) ; 4,50 (s, 7H) ; 4,1 (t, 1H); 4,09 (m, 1H) ;4,07 (t,1H); 3,9 (¢,
2H) ;3,70 (t, 7H) ; 3,6 (td, 7H) ; 3,5 (d, 7H) ; 3,4 (d d, 7H) ; 3,3 (t,7H) ; 1,6 (d, 3H); 1,4 (m,
2H); 1,3 (m, 2H) ; 1,2 (m, 2H) ; 0,8 (t, 3H).
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Tableau 3:L’interprétation des spectres RMN H de complexe B-CD/CAP

B-CD CAP B-CD/CAP
5,80 (5,H1,7H) 5,8 (5,7H)
5,70 (s, OH2) 5,77 (bosse,7H)
4,82 (s, OH3) 4,82 (s, TH)
4,50 (s, OH6) 4,50 (s, 7TH)
(7H) (H3) 3,70 (t, 7H)
(7H) (H5) 3,6 (td,7H)
3,2-3,8 | (7H) (H6) 3,5 (d, 7H)
(m) (7H) (H2) 3,4(dd,7H
(7TH) (H4) 3,3 (t,1H)
10,6 (s, 1H) (NH) 10,6 (s, 1H) (NH)
8 (s, 1H) (Hf) 8 (s, 1H)
5,7(d, 1H) (Hd) 5,7(d, 1H)
5,49 (s, 1H) (OHe) 5,44 (s, 1H)
5,10 (s, 1H) (OHc) 5,10 (s, 1H)
4,1 (t, 1H) (He) 4,1 (t, 1H)
3,9 (t, 2H) (Hg) 3,9 (t, 2H)
3,6 (m,1H) (Hb) 4,09 (m, ,1H)
3,4 (t, 1H) (Hc) 4,07 (t, 1H)
1,6 (m, 2H) (Hh) 1,4 (m, 2H)
1,4 (d, 3H) (Ha) 1,6 (d, 3H)
1,3 (m, 2H) (Hi) 1,3(m, 2H)
1,2 (m, 2H) (Hj) 1,2 (m, 2H)
0,9 (t, ,3H) (HK) 0,8 (t, ,3H)

D’aprés I’interprétation des (figures 18; 19; 20) on a remarqué un déplacement des signaux(H3;

H5;Hb;Hc; Hh;Ha), indique il y a une formation de complexe inclusion.
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B. Pour le complexe a-CD/CAP :

1-Détermination de la complexation par UV-Visible :

- Onasuivi les mémes procédures que le complexe de B-CD/CAP

A travers les spectres suivants, le choix de la longueur d’onde max dépend de I’absorbance

maximale :

[a]: A =3,94; 1 = 240,50nm ; [b]: Aucune absorbance de a-CD ; [c]:A=1,71; A=

303 nm

238 050,
4 0 e
A
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Figure V. 21:Les spectres d’absorbances UV-Visible.

[a’]: le spectre d’absorbance de CAP
[b’]: le spectre d’absorbance de a-CD

[¢’]: le spectre d’absorbance de complexe a-CD/CAP
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% On a choisir Amax=241 nm :

a. 1% essai:

1) Lacourbe de job : (Tableau 09 ; page 76)

AA*Xi

0.9
0.8
0.7
0.6
0.5
0.4
0.3
0.2
0.1

-0.1

AA*Xi

== AA*Xi

Figure V. 22:La courbe de Job de complexe a-CD/CAP.

- On a observé que Xi = 0,4 correspond a la valeur maximale. On a suggeéré, que le temps

d’équilibre de complexation n’est pas atteint encore.

2) Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-Hildebrand :

(Tableau 10 ; page 76)

Y1=-6x10°x +6,541 ;

Ag =549.93

Kar= 1,09%10° M
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1/AA y = -6E-05x + 6.5411

15

10
A —=f=1/AA
\/ — ——Linear (1/AA)
0

0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/a-CD

1/AA

Figure V. 23:La courbe de Ka de complexe a-CDICAP.

- Dans ce cas on a vu que les points sont d’une certaine linéarité, ce qui a implique le
processus dynamique de la complexation de Ka; = 1,09x10°M est important.
b. 2°Meessai :(aprés une durée de “ 15 jours ) :
1. Lacourbe de job :(Tableau 11 ; page 77)

25
2

/N
1 / \

-)>6< S 1
0.5 ¥—Series
< 0
<]
0 0.2 0.4 0.6 0.8 1 1.2
Xi

Figure V. 24:La courbe de Job de complexe a-CDICAP.

- On avu que Xi=0,5 correspond a la valeur maximale, ce qui a impliqué la formation d’un

complexe de steechiométrie 1 :1

La steechiométrie de complexe a une relation avec le temps c. a. d plus on a laissé le complexe
pendant une longue période, plus I’équilibre est elevé. Et I’obtention d’une courbe homogene est

obtenue. Ce qui est en accord avec la littérature.
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2. Détermination de la constante de stabilit¢ Ka par la méthode de Benesi-Hildebrand :
(Tableaul? ; page.77)

Yo= 1x10°x +2.427 ; Ae=1482,13 ; Kax=2,43 x10°M*
y = 1E-05x + 2.427
R?=0.0487
5
4
S 2
o
) \ / —
——Linear ()
0 T T T T T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/a-CD L/mol

Figure V. 25:La courbe de Ka pour le complexe a-CD/CAP a A=241 nm.
- Onabienvu que les points ne sont pas bien linéaires. La valeur de Kaz = 2,43 x10°M™,

c. 3™ essai:

% On a choisir Amax=303 nm :

1. Lacourbe de job :(Tableau 13 ; page 78)

AA*Xi

1.5
%1
“ X
. == AA*Xi
b 0.5 i
0
05 0.2 1.2

Figure V. 26:La courbe de Job de complexe a-CD/CAP.
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- On a remarqué que la valeur maximale de Xi = 0,5; ce qui a impliqué la formation d’un

complexe de steechiométrie 1 :1.

7

% Onavu que les résultats du 2°™ essai sont les meilleurs et méme pour la valeur de Ka .

2-Détermination de la complexation par FTIR :

]
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Figure V. 27:Les spectres de FTIR pour (a-CD; CAP; a-CD/CAP).
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Tableau 4: L’interprétation des spectres de FTIR de complexe B-CD/CAP

Liaisons Nombre d’onde Nombre d’onde Nombre d’onde (cm™)
(cm™) a-CD (cm™) CAP a-CD / CAP
Alcool O-H 3409,61 3224,29 3410,95
Alcane —-CH; 2927 ,43 2928,14
H-O-H 1642,80 1614,80
C-0-C 1157,45 1116,27 1156,97
C-O0 1078,84
N-H Amine secondaire ou 3519,34
amides
C-Hs 2959 ,07
-C=0 Amide (carbonyle de 1688,44 1688,08
pyrimidine)
-C-H alcanes cycloalcanes 2931,45 et 2958,12
-C=C 1646,22 1645,77
C-N 1251,93 1252,07
C-F 1040,02 1039,64

Le résultat de I’étude IR, prouve bien la formation du complexe, vue le changement dans
I’intensité et la forme des bandes. Cependant, seule la RMN 2D, peut nous confirmer quelle est la

partie exacte du CAP incluse a I’intérieur de la cavité.
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3-Vérification de [’encapsulation de complexe a-CD/CAP :

Les mémes étapes de complexe B-CD /CAP

Tableau 5:Les différents essais pour tracer la courbe d’étalonnage

Essais V (CAP) mL [CAPImol /L (x10%) | A (Amax=309 nm)
1 0,25 0,465 0,753
2 0,5 0,93 1,232
3 0,75 1,395 0,695
4 1 1,86 0,038
5 1,25 2,325 2,793
6 1,5 2,79 2,353
7 1,75 3,255 3,168
8 2 3,72 3,344
9 2,25 4,185 3,52
4
35
3
2.5
< 2
1s // ——A
0; (/ —Linear (A)
0
0 0.5 1 1.5 2 2.5 3 3.5 4 4.5
CAP mol/L

Figure V. 28:La Courbe d’étalonnage absorbance en fonction de [CAP] a Amax=309 nm.

EEY% = —x 100 =

Ce 3,98 x 10 — 4
Ci "~ 7,45 x

X
10— 4

100 ; EE% = 53,42 %
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4-Détermination de complexation par la fluorescence :

Cap-alpha, Cap alpha CD concentration 107 (A = 330.6 nm
P P P alp

Intensité de fluorescence

TITE

00D D

400D D

2000 D

-6r1.3 L L L

337.1 3500 400.D 4500 500.5

Longueur d'onde A (mm)

Figure V. 29: Les spectres de fluorescence de CAP; a-CD; Complexe inclusion.

On a remarqué une diminution de I’intensité de CAP, aprés avoir été encapsulé par la a-CD.

Ce qui prouve bien la formation du complexe d’inclusion.

Cap alpha CD concentration 107 (A= 3320.6 nm)

Intersité de fluorescence

155

SO0 0 |-

40000

200 0

= T T
—— CapalphaCDilil

Cap alpha CD10

Cap alpha CD9
—— Cap alpha CDEa

Cap alpha CD7T
—— Cap alpha CD
Cap alpha CD6

Cap alpha CD5
Cap alph=a CD<$

Capalpha CD32
Cap alpha CD2

Cap alpha CD1

—team L 1 1 1

3384 350D 060 D 45,0 501

Longueur d'onde A& ()

Figure V. 30:Les spectres de fluorescence de Complexe inclusion des différentes concentrations.

On a observé une augmentation fluorescence en fonction de 1’augmentation de la

concentration du CAP dans les solutions.
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I.  Lacourbe de job :(Tableau 14 ; page 78)

AF*Xi

2000
1500 //o-\/\

1000

500 \ == AF*Xi

| \

Xi

AF*Xi

Figure V. 31:La courbe de job du complexe a-CDICAP par la fluorescence.

- On a observé que Xi=0,5correspondla valeur maximale de la courbe de Job, donc la

steechiométrie de ce complexe est 1:1.

Cap alphacyclo Ka concentration 107 (A = 330.6 nm)

74305 r T T

S00D D

D00 D

Inte nsité de fluorescence

20000

1 1 1
33T 2500 DD 4500 4855
Longuweur d'onde A ()

—1eeal

Figure V. 32:Les spectres de fluorescence le CAP(2,78x10°M)avec des solutions de a-CD des
différentes concentrations (1,39 ;2,78 ;4,17 ;5,6 ;6,9 ;8,3 ;0)x<10°M.

- Quand on a augmenté la quantité de a-CD dans les tubes I’intensité de fluorescence diminue,

ce qui prouve la formation du complexe.
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ii.  Laconstante de stabilité Ka :(Tableau 15 ; page 79)
Y=6x10°x+0,001 ; Ae= 35,971 x 10°; Ka=16,66x10*M*

1/AF
0.0015 y = 6E-09x + 0,001
. R2=0,671
L, 0001 ?L/,
<
' 0.0005 —o—1/AF
—— Linear (1/AF)
0 T T T T T T T 1
0 10000 20000 30000 40000 50000 60000 70000 80000
1/4CD (L/mol)

Figure V. 33:La courbe de Ka de complexe a-CDICAP.

- Onaremarqué que les pointes presque linéaires et la valeur de Ka est importante.

C. Etude de capacité d’analogue du CAP de former des liposomes a base de CD

Comme étape d’analyse finale, on a choisi ’analyse de ZETASIZER pour s’assurer que les

nanoparticules se forment et déterminant leurs types. Ce tableau résume tous les résultats :
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Tableau 6: Détermination de la forme et le type des nanoparticules.

Nombre Le Résultats de I’analyse ZETASIZER : Taille (nm) / Observations
ettemps | solvant rapport de distribution de taille par potentiel (%)
d’analyse de intensité des pics obtenus
P’analyse
) S Diskimin by sty Les vésicules
La Lére Pic 1:4923/90.9 | myitilamellaires
Prise CH3CN §: N (MLV)
apres 5
4jours G A | Grandes
. R:; Pic2 : 121 ,4/9,1 _VeS'CUIe_S
ettt unilamellaires
(LUV)
S oty ety
: Grandes
et Pic3 :468,1/100,0 vésicules
CHCls !: . | | unilamellaires
Sta o)
s Dsidon by sty Grandes
La 2 éme : | vésicules
Prise CHsCl e B Pic 1:151,21100.0 | ;njlamellaires
apres LY (LUV)
4jours o 1 :
0071 * Size (d.m) e e

Record 4: eau-sds_methanol 0.2 500mg 1]
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Sin Diiton by sty Petites vésicules
La 3 éme o Pic 1: 93,07 /15,6 | unilamellaires
prise L’eau . 81 (SUV)
apres 2}
4jours s SRS T (N A Les vésicules
/\ Pic2 :524,4/84,4 | multilamellaires

0
01

10 100
Size (d.nm)

1000

10000

(MLV)

— Record 5: liposomes3 1

D’apres la premiére analyse de ZETASIZER qui a été faite, on a obtenu deux pics de
taille4923 nm , 121 ,4 nm avec le solvant CH3CN, c’est a dire 1’existence des vésicules
nanomeétriques et ¢a confirme encore une fois a la réussite de formation des liposomes qui ont
incorporé le complexe B-CD/CAP. La premiére taille supérieure & 500 nm est la prédominant
prouve la formation des vésicules multilamellaires (MLV),et la deuxieme supérieure a 100nm ce
qui implique la formation des grandes vésicules unilamellaires (LUV).Aussi on a obtenu un seul
pic de taille46s,L.nm quand on a utilisé le CHClscomme un solvant correspond a une grande
veésicule unilamellaire (LUV).

L’analyse a été répétée une deuxieme fois, on a observé un nouveau pic de taille 151,2 nm et
d’intensité différente avec le méme solvant (CHCI3), ce qui indique une grande vésicule
unilamellaire (LUV), ceci est le meilleur résultat.

Dans le 3°™ on a utilisé¢ d’autre méthodes de formation des liposomes, et on a obtenu deux pics
de taille 93,07 nm et 524,4 nm ce dernier est le prédominant, et on a utilisé 1’eau comme un
solvant, la premiére taille prouve des petites vésicules unilamellaires (SUV), et la deuxiéme

montre des vésicules multilamellaires (MLV).

D. Activités biologiques des complexes :

1- Evaluation de Pactivité anti- inflammatoire :

Les résultats montrent que la CAP le pourcentage de dénaturation de 1’ovalbumine est de
I’ordre de 20.60mg/ml, pour le B-CAP on a un % d’inhibition estimé de 5.38 mg/ml alors que
ceux du diclofénac (la molécule anti inflammatoire de références est estime a 2.94 mg/ml.
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On a noté d’aprés ces résultats que la complexation de la CAP avec la B cyclodextrine

augmente le pouvoir anti inflammatoire de la molécule.

25

20

15

10

Diclofenac CAP B-CAP

% d'inhibition de la dénaturation
(2]

Figure V. 34:La variation du % d’inhibition de la dénaturation de BSA par CAP, S-CD/CAP et
déclofénac.

2- Evaluation de la toxicité des complexes p- CAP :

Les résultats montrent que 1’encapsulation de la CAP avec les B-CAP entraine une augmentation

des taux des enzymes de toxicité hépatiques ASAT, ALAT et phosphatase alcaline ce qui

témoigne 1’existence d’une toxicité hépatique.

Le foie est le siege du métabolisme et de dégradation de toute molécule étrange de I’organisme et
c’est le premier organe a étre affecté par les lésions induites par ces composés. Dans cette partie

nous avons choisi 3 enzymes indicateurs de la toxicité et de lésions hépatiques.
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Phosphatase Alcaline
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CAP B -CAP

Figure V. 35:Effet d’encapsulation sur les taux des enzymes ALAT, ASAT et phosphatase

alcaline.

Les résultats (fig.36) montrent que le traitement des ceufs avec la CAP ou méme avec le

complexe B-CAP n’ont aucun effet sur la formation des vaisseaux sanguin.

Il est important de signaler que I’angiogenése est le processus de formation de nouveau vaisseaux
sanguins.Ces derniers se développent dans les tissus normaux mais aussi dans les tumeurs.
L’inhibition de la formation des vaisseaux dans les tumeurs empéche le développement des

métastases (stade avancé des développements tumoral).

Figure V. 36: Effet d’encapsulation sur la formation des vaisseaux sanguin.
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E. Analyse in-silico des complexes :

A notre démarche consiste d’abord d’étudier, les propriétés pharmacocinétiques du
CAPECITABINE en utilisant le web-serveur pkCSM. Ensuite, nous nous sommes attachés a
prédire le mode d’encapsulation du CAP au sein de la B-CD et voir quelles sont les interactions

mises en jeu entre les deux entités.
1-Propriétés pharmacocinétiques :
Les tableaux ci-dessous résument les propriétés pharmacocinétique par le pkCSM:

a- Absorption :

Nom du modeéle Valeur prévue

Solubilité dans 1’eau (log mol/L) -3.135
Perméabilité Caco2 (log Papp en 10 cm/s) 0,255

Absorption intestinale (humaine) (% absorbé) 68.027

Perméabilité cutanée (log Kp) -2.755
Substrat de la glycoprotéine P ( Oui/Non) Non
Inhibiteur dela P-glycoprotéine | (Oui/Non) Non
Inhibiteur dela P-glycoprotéine Il (Oui/Non) Non

b- Distribution :

Nom du modeéle Valeur prévue
VDss (humain) (log L/kg) -0,396
Fraction non liée (humaine) (Fu) 0,394
Perméabilité BBB (log BB) -1.448
Perméabilité du SNC (log PS) -3.315
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Nom du modéle

Valeur prévue

Substrat du CYP2D6 Non

Substrat du CYP3A4 Non
Inhibiteur du CYP1A2 Non
Inhibiteur du CYP2C19 Non
Inhibiteur du CYP2C9 Non
Inhibiteur du CYP2D6 Non
Inhibiteur du CYP3A4 Non

d- Excrétion :

Nom du modéle

Valeur prévue

Liquidation tatale (log mL/min/kg)

1.054

Substrat OCT2 rénal

Non

e- Toxicité :

Nom du modéle

Valeur prévue

Toxicité AMES (Oui/Non) Non
Max. dose tolérée (humain) (log mg/kg/jour) 1.051
Inhibiteur hERG | Non

Inhibiteur hERG I Non

Toxicité aigue orale chez le rat (LD50)
(mol/kg) 2.459
Toxicité chronique par voie orale chez le rat

(LOAEL) (log mg/kg-pc/jour) 2.401
Hépatotoxicité (Oui/Non) Oui
Sensibilisation cutanée Non
Toxicite de T.Pyriformis (log pg/L) 0,288
Toxicité vairon (log mM) 2.893
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2-Docking moléculaire :

La simulation de docking moléculaire nous montre bien que le CAP est bien docke (encapsuler)
dans la B-CD. II est a noter que le mode d’encapsulation se manifeste par 1’orientation de la
molécule invité vers I’ouverture primaire de la B-CD. La partie active de cette pro-drogue est bien
docké au centre de la molécule héte. La meilleure conformation du complexe B-CD-CAP est de -
5.3 kcal / mol.

La figure suivante montre 1’orientation et le mode d’encapsulation du CAP au sein de la 3-CD.

BCD-CAPECITABINE BCD-CAPECITABINE
(SIDE VIEW) (TOP VIEW)

Figure V. 37: Complexe d’inclusion -CDICAP par docking moléculaire (top and side views).

Le logiciel Chimera a été utilisé afin de visualiser les différentes interactions (H-Bond)
intermoléculaires entres les deux molécules. Une seule liaison hydrogene a été observée entre

elles & une distance de 2.98 A. La figure suivante illustre la présence de la liaison hydrogéne.

Figure V. 38:Liaison Hydrogene établie dans le complexe -CD-CAP.,
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Afin de rationaliser et caractériser d’une mani¢re approfondie les interactions non covalentes
dans ce complexe, des calculs DFT sont en cours au niveau du Centre de Recherche en Sciences
Pharmaceutique (CRSP) a Constantine. Ces calculs nous permettront a bien étudié a 1’échelle
atomique les interactions non covalente (NCI) par la technique NCI-RDG.

L’image suivante représente le résultat d’un calcul dit NCI-RDG dit « promoleculaire ». C’est un
calcul qui nous donne d’une maniére globale les types d’interactions établies en se basant sur le

gradient de la densité électronique a partir des coordonnées atomiques du systeme étudié.

Figure V. 39:Visualisation des différents types d’interactions dans le complexe ;-CD-CAP.

Les iso-surfaces en vert montrent bien la nature de type VdW. Elles sont établies essentiellement
entre le CAP et la B-CD. Les iso-surface en rouge indiquent des interactions intramoléculaires

stériques. Les interactions de type liaison hydrogene sont représentées par des iso-surfaces bleu.

61



CONCLUSION GENERALLE
ET PERSPECTIVE



Conclusion Générale Et Perspective

CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVE :

Lors de ce travail, nous avons réussi, a étudier la formation du complexe d’inclusion
entre le CAP et les deux cyclodextrines o et . Cette étude a été mené par plusieurs méthodes, a
sa voir: la fluorescence, Spectroscopie UV-Visible, RMN et FTIR. Nous avons utilisé la
méthode de JOB pour la détermination de la steechiométrie et la méthode graphique de Bensi-
Hildbrand pour le calcul de la valeur de la constante de stabilité. Il est & noter, que le temps de

laisser la complexation est primordiale pou 1’obtention des résultats homogene.

Nous avons aussi reussi & formuler le CAP sous forme de liposome, en analysant par

ZETASIZER, mais nous n’avons pas eu le temps d’évaluer son activité in vivo.

D’autre part, afin de prouver le choix de la CD a encapsuler le CAP, I’activité biologique a été
évaluer sur trois plans : L’activité anti-inflammatoire; ’activité anti-angiogénique et I’activité de

la toxicité sur les souris. Les résultats in vivo du CAP avec a-CD son encore en cours.

Nous avons mené aussi une étude comparative de nos résultats expérimentaux sur la
complexation du B—CD avec le CAP et I’étude de in-silico, et la conclusion une cohérence dans

la formation du complexe CAP/CD.

Nous nous projetons vers 1’avenir, a ameéliorer la formulation du CAP avec la CD, en présence de
polymeére afin d’atteindre la nanoformulation qui assurera une libération contrélée in vivo. Autre
a le trabative c’est de synthétiser des cyclodextrine sélectivement modifiées pour la

nanoformulation du CAP.
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ANNEXES

Figure 01:Les étapes de remplissage a [’aide de gélulier manuel.
A; B; C: Niveau supérieur : ouverture et remplissage des gélules
D; E: Niveau moyen : Fermeture des gélules
F: Niveau inferieur : les gélules fermées sont récupérées
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Figure 03: Le spectre de RMN *H 60MHz de CAP (pour confirmé la pureté de CAP).
70



Annexes

L’animale
(souris)

Prélev
ement
de

gava
ge

Résect
jon du
Foie et
des

intesti
ns

Figure 04 : Les étapes pour [’étude de la toxicité des complexes.
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Tableaux 01:La Courbe de Job

Essais | V (B-CD) | V(CAP) | B-CD mol/L | CAP mol/L | Xi A AA | AA Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 10,023 | 3,705
2 2700 300 0,0005 0,0000556 | 0,1 |1,045| 2,683 | 0,2683
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 1,373 ] 2,355 | 0,471
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 11,99 | 1,732 | 0,5196
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 ]2,652| 1,076 | 0,4304
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 13,189| 0,539 | 0,2695
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 [3,638| 0,09 | 0,054
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 ]3,696| 0,032 | 0,0224
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 3,696 | 0,032 | 0,0356
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 |3,696| 0,032 | 0,0288
11 0 3000 0 0,000556 1 3,728 0

Tableaux 02:Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-

Hildebrand

Essais | V(CAP) | V(B-CD) | CAP mol/L | p-CD mol/L | 1/B-CD L/mol | A AA 1/AA
1 2 2 0,000278 | 0,0000139 | 71942,44604 | 3,298 | 0,368 2,7173913
2 2 2 0,000278 | 0,0000278 | 35971,22302 | 3,48 0,186 | 5,37634409
3 2 2 0,000278 | 0,0000417 | 23980,81535 | 3,274 | 0,392 | 2,55102041
4 2 2 0,000278 0,000056 | 17857,14286 | 3,563 | 0,103 | 9,70873786
5 2 2 0,000278 | 0,0000695 | 14388,48921 | 3,444 | 0,222 4,5045045
6 2 2 0,000278 0,000083 | 12048,19277 | 3,728 | -0,062 |-16,1290323
7 4 0 0,000556 0 0 3,666 0 ©
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Tableaux 03:La courbe de Job
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Essais | V (B-CD) | V(CAP) | B-CD mol/L |[CAPmol/L| Xi | A (A==240nm) | AA | AA*Xi
1 3000 0 0,000185 0 0 0,014 2,416 0
2 2700 300 0,000166 | 0,0000185 | 0,1 0,317 2,113| 0,2113
3 2400 600 0,000148 0,000037 | 0,2 0,483 1,947| 0,3894
4 2100 900 0,000126 0,000038 | 0,3 0,701 1,729| 0,5187
5 1800 1200 0,000111 0,000074 | 0,4 1,131 1,299| 0,5196
6 1500 1500 0,0000926 | 0,0000926 | 0,5 1,227 1,203 | 0,6015
7 1200 1800 0,000074 | 0,000111 | 0,6 1,504 0,926 | 0,5556
8 900 2100 0,000038 0,000126 | 0,7 1,85 0,58 | 0,406
9 600 2400 0,000037 0,000148 | 0,8 2,052 0,378 | 0,3024
10 300 2700 0,0000185 | 0,000166 | 0,9 2,119 0,311 0,2799
11 0 3000 0 0,000185 | 1 2,43 0
« Tableaux 04: Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-
Hildebrand
Essais | V (CAP) | V (B-CD) | CAP mol/L | B-CD mol/L | 1/B-CD L/mol | A AA 1/AA
1 2 2 0,000092 | 0,00000463 | 215982,7214 |1,777| 0,653 | 1,53139357
2 2 2 0,000092 | 0,00000926 | 107991,3607 |1,763| 0,667 | 1,49925037
3 2 2 0,000092 0,0000139 71942,44604 |1,764| 0,666 | 1,5015015
4 2 2 0,000092 0,0000186 53763,44086 |1,687| 0,743 | 1,34589502
5 2 2 0,000092 0,0000231 43290,04329 |1,618| 0,812 | 1,23152709
6 2 2 0,000092 0,0000276 36231,88406 |[1,493| 0,937 | 1,06723586
7 4 0 0,000185 0 00 2,43 0 00
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Tableaux 05 :La courbe de Job
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Essais | V (B-CD) | V(CAP) | B-CD mol/L | CAP mol/L | Xi A AA AA*Xi

1 3000 0 0,000556 0 0 0,12 3,608 0

2 2700 300 0,0005 0,0000556 | 0,1 0,778 2,95 0,295

3 2400 600 0,000444 0,000111 | 0,2 0,888 2,84 0,568

4 2100 900 0,00038 0,000116 | 0,3 1,457 2,271 0,6813

5 1800 1200 0,000333 0,000222 | 0,4 0,274 3,454 1,3816

6 1500 1500 0,000278 0,000278 | 0,5 2,309 1,419 0,7095

7 1200 1800 0,000222 0,000333 | 0,6 2,899 0,829 0,4974

8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 3,161 0,567 0,3969

9 600 2400 0,000111 0,000444 | 0,8 3,323 0,405 0,324

10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 3,448 0,28 0,252

11 0 3000 0 0,000556 1 3,728 0 0

« Tableaux 06: Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-
Hildebrand
Essais V(CAP) | V(B-CD) | CAP mol/L | B-CD mol/L | 1/p-CD L/mol A AA 1/AA

1 2 2 0,000278 0,0000139 71942,446 3,276 0,198 | 5,05050505
2 2 2 0,000278 0,0000278 35971,223 3,208 0,266 3,7593985
3 2 2 0,000278 0,0000417 23980,8153 | 3,345 0,129 | 7,75193798
4 2 2 0,000278 0,000056 17857,1429 | 3,266 0,208 |4,80769231
5 2 2 0,000278 0,0000695 14388,4892 | 3,266 0,208 |4,80769231
6 2 2 0,000278 0,000083 12048,1928 | 3,345 0,129 | 7,75193798
7 4 0 0,000556 0 0 3,474 0 0
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Tableaux 07:La courbe de Job

Essais |V (B-CD) | V(CAP) | B-CD mol/L | CAP mol/L Xi F AF AF*Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 5136,9 | 1742,1 0
2 2700 300 0,0005 0,0000556 0,1 2320,7 | 4558,3 | 455,83
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 3058,2 | 3820,8 | 764,16
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 3483,7 | 33953 | 1018,59
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 5035 1844 737,6
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 4790,7 | 2088,3 | 1044,15
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 4026,9 | 2852,1 | 1711,26
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 5670 1209 846,3
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 6203,2 675,8 540,64
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 6194,9 684,1 615,69
11 0 3000 0 0,000556 1 6879 0 0

« Tableaux 08:Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-
Hildebrand

Essais | V(CAP) | V(B-CD) | CAP mol/L | a-CD mol/L | 1/a-CD L/mol F AF 1/AF
1 2 2 0,000278 | 0,0000139 71942,446 |6264,5 906,1 |0,00110363
2 2 2 0,000278 | 0,0000278 35971,223 | 7126,1 44,5 0,02247191
3 2 2 0,000278 | 0,0000417 | 23980,8153 |5839,2| 1331,4 |0,00075109
4 2 2 0,000278 | 0,000056 17857,1429 |5901,7| 1268,9 |0,00078808
5 2 2 0,000278 | 0,0000695 | 14388,4892 |7029,3 141,3 |0,00707714
6 2 2 0,000278 | 0,000083 12048,1928 |6215,6 955 0,00104712
7 4 0 0,000556 0 0 7170,6 0 0
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« Tableaux 09:La courbe de Job

Essais | V (a-CD) | V(CAP) | a-CD mol/L | CAP mol/L Xi A AA AA*Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 0,091 3,754 0
2 2700 300 0,0005 0,0000556 0,1 0,642 2,794 0,2794
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 1,051 2,794 0,5588
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 1,371 2,474 0,7422
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 1,942 1,903 0,7612
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 2,535 1,31 0,655
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 2,827 1,018 0,6108
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 2,312 1,533 1,0731
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 3,669 0,176 0,1408
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 3,877 -0,032 | -0,0288
11 0 3000 0 0,000556 1 3,845 0 0
« Tableaux 10: Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-

Hildebrand

Essais | V(CAP) | V(a-CD) | CAP mol/L | a-CD mol/L | 1/a-CD L/mol | A AA 1/AA
1 2 2 0,000278 | 0,0000139 71942,446 |3,712| 0,363 |2,75482094
2 2 2 0,000278 | 0,0000278 35971,223 | 3,76 | 0,315 |3,17460317
3 2 2 0,000278 | 0,0000417 | 23980,8153 | 1,51 | 2,565 |0,38986355
4 2 2 0,000278 | 0,000056 17857,1429 [3,991| 0,084 |11,9047619
5 2 2 0,000278 | 0,0000695 | 14388,4892 |3,912| 0,163 |6,13496933
6 2 2 0,000278 | 0,000083 12048,1928 |3,815| 0,26 |3,84615385
7 4 0 0,000556 0 0 4,075 0 ©
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« Tableaux 11:La courbe de Job
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Essais |V (a-CD)| V(CAP) | a-CD mol/L | CAP mol/L | Xi A AA AA*Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 0,091 3.961 0
2 2700 300 0,0005 0,0000556 | 0,1 0.718 3.334 0,3334
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 1.109 2.943 0,5886
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 1.460 2.592 0,7776
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 2.213 1.839 0,7356
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 0.173 3.879 1.9395
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 3.098 0.954 0,5724
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 3.524 0.528 0,3696
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 2.605 1.447 1,1576
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 3.955 0.097 0,0873
11 0 3000 0 0,000556 1 4.052 0 0
« Tableaux 12: Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-

Hildebrand

Essais | V(CAP) | V(a-CD) | CAP mol/L | a-CD mol/L | 1/a-CD (L/mol) | A AA 1/AA
1 2 2 0,000278 | 0,0000139 71942,446 3,779 | 0,296 |3,37837837
2 2 2 0,000278 | 0,0000278 35971,223 3.751| 0,324 |3,08641975
3 2 2 0,000278 | 0,0000417 23980,8153 | 3.809 | 0.266 |3,75939849
4 2 2 0,000278 | 0,000056 17857,1429 | 1,577 | 2.498 |0.40032025
5 2 2 0,000278 | 0,0000695 14388,4892 |3:779| 0,296 |3,37837837
6 2 2 0,000278 | 0,000083 12048,1928 | 3,779 | 0,296 |3,37837837
7 4 0 0,000556 0 0 4,075 0 0
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Tableaux 13:La courbe de Job :

Essais V (a-CD) | V(CAP) | a-CD mol/L | CAP mol/L Xi A AA AA*Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 0,234 3,395 0
2 2700 300 0,0005 0,0000556 0,1 0,568 3,061 0,3061
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 1,092 2,537 0,5074
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 1,342 2,287 0,6861
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 1,498 2,131 0,8524
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 0,425 3,204 1,602
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 2,483 1,146 0,6876
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 2,926 0,703 0,4921
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 3,307 0,322 0,2576
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 3,608 0,021 0,0189
11 0 3000 0 0,000556 1 3,629 0 0

- Tableaux 14:La courbe de Job :

Essais | V (a-CD) | V(CAP) | a-CD mol/L | CAP mol/L Xi F AF AF*Xi
1 3000 0 0,000556 0 0 121 6758 0
2 2700 300 0,0005 0,0000556 0,1 1595 5284 528,4
3 2400 600 0,000444 0,000111 0,2 2326 4553 910,6
4 2100 900 0,00038 0,000116 0,3 2714 4165 1249,5
5 1800 1200 0,000333 0,000222 0,4 3896 2983 1193,2
6 1500 1500 0,000278 0,000278 0,5 3891 2988 1494
7 1200 1800 0,000222 0,000333 0,6 4476 2403 1441,8
8 900 2100 0,000116 0,00038 0,7 4948 1931 1351,7
9 600 2400 0,000111 0,000444 0,8 5209 1670 1336
10 300 2700 0,0000556 0,0005 0,9 6873 6 5,4
11 0 3000 0 0,000556 1 6879 0 0
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Tableaux 15: Détermination de la constante de stabilité Ka par la méthode de Benesi-

Hildebrand

Essai | V(CAP) | V(B-CD) | CAP mol/L | a-CD mol/L | 1/a-CD L/mol F AF 1/AF
1 2 2 0,000278 | 0,0000139 71942,446 6035,1 725,9 | 0,0013776
2 2 2 0,000278 | 0,0000278 35971,223 5948 813 |0,00123001
3 2 2 0,000278 | 0,0000417 23980,8153 5796 965 |0,00103627
4 2 2 0,000278 0,000056 17857,1429 5957 804 |0,00124378
5 2 2 0,000278 | 0,0000695 14388,4892 5761 1000 0,001
6 2 2 0,000278 0,000083 12048,1928 5698 1063 |0,00094073
7 4 2 0,000556 0 0 6761 0 0
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RESUME :

Dans ce projet de fin étude nous avons encapsulé un anticancéreux Capécitabine par la
cyclodextrine, et évalué son activité biologique pour amélioré leur biodisponibilité et réduire leur
toxicité .

Dans notre travail nous avons fait I’encapsulation de CAP avec deux types de CD (a et B)
et analysé par UV-Visible, FTIR, Fluorescence et RMN 1Hpour connaitre leur stéréochimie, et
ajouté la formation des liposomes a base CD, puis évalué 1’activité biologique par trios tests :
(anti-inflammatoire, anti-angiogenesis et effet de toxicité sur les souris)

A la fin nous avons confirmer les résultats par 1’¢tude in-silico.

Les mots-clés : Capécitabine, Cyclodextrine, liposomes, activité biologique, in-silico.

Abstract:

In this end-of-study project we encapsulated an anti-cancer drug Capecitabine by
Cyclodextrin and evaluated its biological activity to improve their bioavailability and to increase
their toxicity .

In our work, we did the encapsulation of CAP by 2 types of CD (alpha and beta ) and we
analyzed by visible UV , FTIR, fluorescence and RMN 1H to know their stereochemistry and we
added CD- based liposome group , then evaluated the biological activity by 3 tests ( anti-
inflammatory, anti-angiogenesis and the toxicity effect on mice )

Finally we confirmed the results by in-silico study.

Keywords: Capecitabine, Cyclodextrin, liposomes, biological activity, in-silico.
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