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Liste des abréviations

UV : Ultra-violets (rayons)

pHi : Potentiel hydrogene
isoélectrique

pKa : Constante d’acidité

CYP : cytochromes

kD : Kilo Dalton

PEPT1 : Transporteur de peptides
VACVase : Valacyclovirase humaine
UM : Micromolaire

VEGFR-2 : Récepteur de type 2 du
facteur de croissance de
I’endothélium vasculaire

FGFR-1 : Récepteur de type 1 du
facteur de croissance des
fibroblastes

NK1 : Récepteur a la neurokinine

GABA : Acide y-aminobutyrique

SMVT : Transporteur multi-vitaminique
sodium dépendant

TDAH : Trouble déficit de I’attention /
hyperactivité

LAT1 : Transporteur d’acides aminés de
type L-

ATB%* Transporteur d’acides aminés
(également appelé SLC6A14)

HCMV : Cytomégalovirus humain
OGG1 : 8- oxoguanine ADN glycolase
MPG : N-méthylpurine ADN glycolase
LC : Chromatographie liquide

MS : Cpectrometrie de masse

HPLC : Chromatographie en phase liquide a

haute performance
CCS : Croscarmellose sodique

ADME : Administration, distribution,

MCT-1 : Transporteur monocarboxylate de métabolisation, élimination

de type 1



Introduction

Les prodrogues sont des molécules inactives biologiquement qui nécessitent de subir
une transformation in vivo afin de libérer le principe actif. Le développement de ce type de
médicament connait un essor important depuis quelques années. Ainsi, en 2009, environ 15
des 100 médicaments les plus vendus, a base de petites molécules, étaient classifiés en tant
que prodrogues.

Ce relatif succes repose sur plusieurs arguments :

L’ajout d’un groupement clivable & un principe actif peut modifier ses propriétés
physico-chimiques afin d’améliorer la solubilité ou la perméabilité.

La forme prodrogue peut également permettre de réguler la libération du médicament
et ainsi créer une forme a libération prolongée.

L’industrie pharmaceutique, du fait du colit important du développement de nouveaux
principes actifs, s’intéresse de prés a la stratégie prodrogue qui s’aveére souvent &étre une
alternative moins onéreuse.

Aprés avoir exposé certaines généralités sur les acides aminés et les mécanismes
impliqués dans 1’absorption et la métabolisation des médicaments, nous aborderons dans ce
travail 1’intérét que représentent les acides aminés en tant que vecteur dans cette approche

prodrogue, ainsi que les limites et inconvénients qu’ils peuvent éventuellement présenter.



1- Acides aminés

- Définition :

Les acides aminés sont de petites molécules composées d’atomes de carbone,

hydrogéne, oxygene, azote existant sous plus de trois cents formes différentes dans la nature.

Seuls vingt-deux d'entre eux entrent dans la constitution d'unités monomériques des
peptides et des protéines de l'organisme humain. La majeure partie des acides aminés
participent a la formation des protéines mais certains sont aussi cétogenes (ils contribuent a la
formation de corps cétoniques hépatiques), glucoformateurs (ils permettent la formation de
glucose par néoglucogenese) ou bien encore concourent a la formation d'acides gras dans le
foie (lipogenese). Ils ont, en outre, un réle dans la formation d'énergie par le cycle de Krebs et

la chaine respiratoire.

IIs possedent tous une fonction acide carboxylique (-COOH) et une fonction basique
avec un groupement aminé généralement (-NH;). Cette structure commune est reliée a un
méme carbone, qui par son asymétrie apporte une chiralité a la molécule. Seule la glycine n’a
pas de carbone asymétrique et n’est donc pas chirale.

Sur cet atome de carbone commun vient se fixer une chaine carbonée, le radical R-

spécifique a chaque acide aminé.

On peut donc ainsi résumer la structure globale des acides aminés :

R-CH(NH,)COOH
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Fig. 1 : Différences de structures des principaux acides aminés
http://biochimiedesproteines.espaceweb.usherbrooke.ca/la.html



IIs peuvent aussi étre classés en deux groupes :

- les acides aminés essentiels, qui ne peuvent pas étre synthétisés par 1’organisme ou alors en
quantité insuffisante. Leur source est donc alimentaire et on les retrouve dans les protéines
animales ou végétales. Parmi ces acides aminés, on a isolé : I’isoleucine, la leucine, la lysine,
la méthionine, la phénylalanine, la thréonine, le tryptophane, la valine et I’histidine (lors de

I’enfance et la grossesse)

- les acides aminés non essentiels qui sont eux directement synthétisés par 1’organisme a
partir du glucose en partant du pyruvate (sérine, glycine et alanine), de 1’oxaloacétate
(asparagine et acide aspartique) ou de I’a-cétoglutarate (glutamine, acide glutamique, proline

et ornithine)...

8s indispensables

* Leu,lle, Val - Met - Thr -
Phe, Tyr, Trp- Lys

* Arg, His - Cys (soufre)

e Ser, Gly, Ala - Asp, Asn -

Glu, Gin, Pro, (Orn)

Fig. 2 : liste des acides aminés indispensables

http://www.chups.jussieu. fr/polys/biochimie/DGbioch/POLY.Chp.2.html

Parmi les acides aminés protéinogenes, c’est la forme L qui domine (L-acides aminés).
Les D-acides aminés existent, ils sont issus de transformations diverses au sein de
I’organisme. La racémisation (formation d’un mélange a parties égales de forme L et D) est le
principal mécanisme impliqué. Certaines conditions peuvent augmenter ce processus : le
vieillissement d’un organisme, le stress oxydant ou les UV (1).

On les retrouve également produits naturellement par certaines bactéries. Par exemple,
la pénicilline G, formée dans des cultures de penicillinum notatum, découverte en 1928 par
Alexander Fleming, contient comme élément notable la D-pénicillamine (3-mercapto-D-

valine).
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Il est a noter que les catalyses enzymatiques favorisent la forme L des acides aminés.
Le groupement R peut étre un alkyle ou un aryle, lequel peut présenter une fonction :
hydroxyle, amino, mercapto, imidazolyle, sulfure carboxylique, guanidino.

Du fait de la présence conjointe de la fonction amino et carboxylique, les acides
aminés se comportent a la fois comme des bases et comme des acides: ce sont des
ampholytes.

En solution aqueuse, la structure d’un acide aminé dépend de la valeur du pH. Par
exemple, concernant la glycine (qui possede la structure la plus simple), a pH neutre, la forme
majoritaire est le zwitterion. En milieu fortement acide (pH < 1), elle se présente
essentiellement sous la forme d’un cation: 1’acide carboxylique affublé d’un groupe
ammonium. Tandis qu’en solution trés basique (pH > 13), c’est surtout la forme déprotonnée
qui domine : ’anion 2-aminocarboxylate.

Ces différentes especes s’interconvertissent via des équilibres acido-basiques.

Ci-dessous un tableau récapitulatif des différents acides aminés et leurs principales

propriétés physico-chimiques :

Nb | Structure

Acide Aminé Abréviation de C de R Type de R Radical Catégorie | Polarité  pHi
Glycine Gly (G) 2 Linéaire (L) H Neutre (n) Apgl\a)we 5,97
Groupe alkyle
Alanine Ala (A) 3 L CHs n A 6,02
Valine Val (V) 5 L ramifié CH-(CHs), n A 5,97
Leucine Leu (L) 6 L ramifié CH,-CH-(CH5), n A 5,98
Isoleucine Ile (I) 6 L ramifié CH5-CH-CH,-CH3 n A 6,02
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Acide Aminé Abréviation NP Structure

de C de R
Phénilalanine Phe (F) 9 cyclique
Proline Pro(P) | 5 | Hetero
cyclique
Avec fonction hydroxyle
Sérine Ser (S) 3 L
Thréonine Thr (T) 4 L
Tyrosine Tyr (Y) 9 cyclique
Avec fonction amino
Asparagine Asn (N) 4 L
Glutamine GIn (Q) 5 L
Lysine Lys (K) 6 L
y y (2N)
Arginine Arg (R) 6 L
(4N)
Tryptophane Trp (W) 11 cyclique
. ) 6 hétéro-
Histidine His (H) (3N) | cyclique

Avec fonction mercapto ou sulfure

Cystéine Cys (C) 3 L

Méthionine Met (M) 6 L ramifié

Type de R Radical

benzéne |CH,-noyau benzene

noyau cycle saturé
pyrrolidine
alcool I CH,-OH
Alcool II CH-OH-CHj5
OH R
Phénolique CH,-Benzene-OH
amide CH,-CO-NH,
amide (CH,),-CO-NH,
amine (CH;,)4-NH,
. (CH5,)3-NH-C-NH-
guanidine NH,
indole CH,-indole-benzéne
imidazole CH,-imidazole
Thiol CH,-SH

(CH3)2-5S-CH;

12

basique

basique

basique

Catégorie Polarité

Polaire
Non
Ionisable
PNI

PNI

PNI

PNI

PNI

PI

PI

PI

PNI

pHi

5,98

6,1

5,68

5,65

5,65

5,41

5,65

9,74

10,76

5,88

7,58

5,02

5,75



Nb | Structure

Acide Aminé Abréviation de C de R Type de R
Avec fonction carboxylique
Acide Asp (D) | 4 L COOH
aspartique
Acide Glu(E) 5 L COOH
glutamique

Radical Catégorie Polarité
CH,-COOH acide | olaire
ionisable
(CH,),-COOH acide PI

Tab. 1 : Caractéristiques physico-chimiques des acides aminés naturels

2 - Pharmacocinétique d’un médicament, métabolisation

Nous allons aborder dans cette partie quelques notions de pharmacocinétiques qui

permettront de comprendre tout ’intérét de la démarche prodrogue dans 1’¢laboration d’un

médicament.

La pharmacocinétique représente I’étude descriptive et quantitative du devenir des
médicaments dans I’organisme. Elle est typiquement divisée en plusieurs parties représentant

les différentes étapes du cheminement du médicament au sein de 1’organisme, 1’absorption, la

distribution, le métabolisme et 1’élimination.

13
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ABSORPTION

METABOLISME

LIAIRON AUX
FROTEIMNER
PLASMATIQUES

MWEDICANWENT LIBRE
DaAMNS LE LIQUIDE
EXTRACELLULATRE

EXCRETIOMEEMALE
OUBILLIARE

|

REABZORPTION
TUBULARE OU CYCLE
WEDICANMENT SUR ENTERCHEFPATIOUE
BOMERECEPTEUR
@ ELIMINATION
EFFET

FHARNMACOLOGIQUE

Fig. 3 : Cycle ADME d’un médicament
Faculté de Médecine de Strasbourg, Module de Pharmacologie Générale DCEM1 2005/2006
« Introduction a la pharmacocinétique — passages transmembranaires » - C. Loichot et M. Grima

2-1 Absorption

L’absorption représente 1’ensemble des phénomeénes régissant le transfert du principe actif
depuis sa libération par la forme pharmaceutique jusqu’a son arrivée dans la circulation
sanguine systémique.

En pharmacocinétique, la voie d’absorption de référence est la voie intraveineuse car
elle permet a la totalité¢ du principe actif de se retrouver dans la circulation sanguine.

En pratique, les voies dites orales restent les plus utilisées, car beaucoup moins
contraignantes. La voie orale classique sera distinguée de la voie sublinguale car elle implique
une déglutition et par conséquent un passage par le systéme digestif. (effet de 1® passage

hépatique).
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La voie orale est la plus commune et la plus pratique. Elle permet beaucoup de
possibilités (absorption rapide ou retardée) mais elle présente certains inconvénients :

- le principe actif est soumis a 1’effet de premier passage hépatique ;

- elle peut présenter une certaine toxicité locale ;

- elle n’est pas utilisable pour certains principes actifs (d’ou I’intérét de la démarche

prodrogues)

Les parois cellulaires forment des compartiments ayant des compositions différentes :
plasma / urine / tissu / lumiere digestive. La diffusion a travers ces membranes va dépendre de

plusieurs mécanismes distincts :

- la diffusion passive :

-simple, trans-cellulaire : cette diffusion libre va s’opérer dans le sens du gradient de
concentration (concentration forte vers concentration faible jusqu’a équilibre). La vitesse du
passage dépend de ce gradient mais aussi de la taille de 1’acide aminé. Elle n’est possible que
pour les molécules suffisamment liposolubles pour pouvoir traverser la bicouche
phospholipidique de la membrane cellulaire. Ce mécanisme implique une forme non ionisée
et non dissociée du médicament et une fois 1’équilibre établit de part et d’autre de la
membrane, il ne présente ni risque de saturation ni de compétition.

- diffusion passive facilitée : comme la diffusion libre, la diffusion facilitée va
dépendre du gradient de concentration. Cependant la molécule ne traverse pas directement la
membrane mais utilise une protéine transmembranaire de transport : la protéine de canal ou
un transporteur (fig. 4).

De ce fait, ce mécanisme est saturable et il peut y avoir compétition entre les

molécules utilisant les transporteurs.

- le transport actif :

Ce type de transport implique également des transporteurs spécifiques et peut se faire
contre le gradient de concentration. Ceci implique de fournir de 1’énergie, via I’hydrolyse
d’ATP (transport actif primaire) ou la différence de potentiel électrochimique avec un autre

¢lément (transport actif secondaire), on parle alors de couplage.
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Comme pour la diffusion facilitée, I'utilisation de transporteur présente un risque de

compétition et de saturation.

transported molecule
s
/

_— // oy ... 0O
. o) channel O carrier 0N ®
protein ‘O'..

concenlration
gradient

r
Irpued I
bilayer

.~

simple channel carrier ()
diffusion mediated mediated
[N .|

PASSIVE TRANSPORT ACTIVE TRANSPORT

Fig. 4 : Types de transport moléculaires possible a travers les membranes cellulaires

Ludovic Maillard, introduction a la pharmacocinétique.

La biodisponibilité se définit comme étant la fraction de la dose de médicament

administrée qui atteint la circulation générale et la vitesse a laquelle elle I’atteint.

L’absorption digestive proprement dite, c’est-a-dire la quantité de principe actif
atteignant la circulation systémique est difficile & mesurer puisque la circulation porte est
d’acces peu aisé. L’approche de cette quantité disponible au niveau systémique se fait donc de
maniere indirecte a partir de la quantité de médicament dans le plasma prélevé au niveau

périphérique, c’est a dire apres le foie.

La quantit¢ de médicament qui atteint la circulation générale (ou systémique) est fonction
de la quantité absorbée par 1’épithélium digestif (et donc de la dose administrée) mais

¢galement, d’autres processus d’¢limination pré-systémique :

o dégradation dans la lumiére intestinale,
e métabolisme au niveau des entérocytes,

o métabolisme hépatique important au premier passage.

Lorsque le médicament a une forte affinité pour I’hépatocyte et les enzymes hépatiques,
une fraction de la dose absorbée est transformée lors du premier passage, c’est a dire avant

méme d’atteindre la circulation générale.
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La quantit¢ de médicament retrouvée dans la circulation systémique est alors diminuge.
C’est ’effet de premier passage hépatique. Parmi les voies d’administrations permettant
d’éviter cet effet de premier passage hépatique, on retrouve essentiellement la voie
intraveineuse (la plus efficace), la voie sublinguale, la voie transdermique, la voie inhalée et la

voie nasale.

2- 2 Distribution

Quelle que soit la voie d’absorption, les médicaments atteignant le compartiment sanguin
y seront distribués vers les différents fluides de I’organisme puis vers les tissus.
Deux phases seront alors distinguées :
- une phase plasmatique liée au transport sanguin,
- une phase tissulaire liée a la diffusion tissulaire du médicament : franchissement de
la paroi capillaire (phase extra-vasculaire et extra-cellulaire) puis transport vers

I’organe cible.

a. Transport sanguin / phase plasmatique

Dans le compartiment sanguin, les médicaments peuvent :
- se dissoudre dans I’eau plasmatique s’ils sont hydrosolubles
- se lier a la membrane cellulaire ou pénétrer dans les cellules sanguines
- étre partiellement métabolisés par les enzymes circulantes ou intracellulaires
- se lier aux protéines plasmatiques : albumine, a-glycoproteine P, lipoprotéines, y-

globulines, érythrocytes, polynucléaires, lymphocytes, plaquettes

Il se crée alors un équilibre entre la fraction libre dans le liquide plasmatique et la
fraction liée (mécanisme réversible).

Mais a ce stade, il peut y avoir formation d’une proportion plus ou moins importante
d’une forme inactive, d’une forme de réserve, non diffusible et par conséquent non
métabolisable.

I1 est important de noter que seule la forme libre est active, diffusible, métabolisable et

¢éliminable.
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Pour résumer, la forme libre constitue une forme active non saturable, diffusible, en
équilibre permanent avec la concentration liée et qui peut étre métabolisée et éliminée
directement

Par opposition, la forme liée est saturable, non diffusible, en équilibre permanent avec

la concentration libre. Elle représente une forme de réserve possible

Cette fixation aux protéines plasmatiques dépend énormément des propriétés acido-

basiques du principe actif.

Schématiquement deux grands cas de figure peuvent étre distingués :

Type 1 Type 2
Nature du médicament acide faible | base faible / substance non ionisable
Protéine fixatrice albumine albumine

o-glycoprotéine acide

Affinité forte faible
Nombre de sites de fixation | faible élevé
Possibilité de saturation oui non
Possibilité d’interaction possible improbable

En pratique, la fixation protéique n’est a considérer que si celle-ci est importante et si le
médicament concerné a une marge thérapeutique étroite, c’est-a-dire une concentration

efficace proche de la concentration toxique ou entrainant des effets indésirables.
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b. Diffusion tissulaire

Pour diffuser les médicaments doivent passer les membranes tissulaires. Or, dans
certains tissus (le foie notamment), la paroi vasculaire est composée de capillaires discontinus
permettant une diffusion facile du médicament. A 1’inverse, dans d’autres organes (le cerveau
par exemple), la paroi vasculaire est composée de capillaires continus difficilement
franchissables.

Les mécanismes permettant aux médicaments de traverser les membranes tissulaires sont
similaires a ceux impliqués dans [’absorption digestive. Ainsi, la diffusion tissulaire est
dépendante des caractéristiques physico-chimiques du médicament (en particulier sa
lipophilie), de la fixation protéique (sanguine et tissulaire), et du débit sanguin tissulaire (tres

important pour le foie et le rein, et au contraire trés faible pour les os et la peau).

2-3 Métabolisme

Apres 1’absorption et la distribution dans 1’organisme, les médicaments peuvent étre soit
¢liminés de maniére totale ou partielle sous forme inchangée (c’est le cas des aminosides),

soit subir des transformations enzymatiques qui vont permettre une élimination ultérieure.

Les reins sont les principaux organes d'élimination. La condition essentielle de passage
dans les urines, milieu aqueux dépourvu de protéines, est 1'hydrosolubilité. La plupart des
transformations que subissent les médicaments (oxydations et conjugaisons en particulier)

augmentent celle-ci et accroissent leur aptitude a étre €liminés par voie urinaire.

Le métabolisme désigne la ou les réactions enzymatiques que subit un médicament
pour le transformer en un ou plusieurs autres composés actifs ou non sur un plan
pharmacologique (on parle de métabolites).

De nombreux organes peuvent réaliser cette transformation (les poumons, les reins, les
intestins par exemple), mais le plus important site de biotransformation reste le foie. Cela

s’explique par le flux sanguin trés important du foie : il regoit environ 1,5 L de sang par
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minute, ainsi que par le grand nombre d’enzymes impliquées dans la transformation des
médicaments retrouvés au niveau des hépatocytes, responsables en particulier de réactions
d’oxydo-réduction, d’hydroxylation, ou de rupture oxydative des liaisons N-C et N-O.

L’¢lément fondamental de ce systéeme enzymatique est le cytochrome P450, qui possede de
nombreuses isoenzymes : CYP1A2, CYP2A6, CYP2C9, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A4. Ce

dernier est responsable de 60 % des réactions d’oxydo-réduction.

Schématiquement on distingue deux différentes phases de métabolismes selon les
processus de transformations impliqués par ces enzymes : les réactions de phase I et les

réactions de phase II.

a) Réactions de phase |

Sont regroupés sous le terme de métabolisme de phase I les réactions d’oxydation, de
réduction et d’hydrolyse aboutissant a des molécules dont les groupements fonctionnels sont

le plus souvent des hydroxyles, des amines ou des acides carboxyliques.

- les réactions d’oxydation se produisent essentiellement au niveau des microsomes

hépatiques via les cytochromes P450 et implique la consommation de NADPH (Fig. 5).

0O, H,O
RH ¢ ——— ROH
RH : médicament NADPH, H* NADP

ROH : métabolite

Fig. 5 : Réaction catalysée par le cytochrome P450

- les réactions de réduction sont plus rares et leurs mécanismes encore mal connus.
Cette réaction n’a pas lieu exclusivement dans le foie mais également au niveau intestinal par

le biais de la flore bactérienne.
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- I’hydrolyse est une voie métabolique commune, qui a lieu au niveau du foie, dans le
plasma ainsi que dans différents organes. Les enzymes les plus souvent impliquées sont des

estérases non spécifiques, ubiquitaires.

b) Réactions de phase I1

Suite aux réactions de phase I, les molécules transformées présentent des groupements
fonctionnels qui permettent leur conjugaison.
Ces réactions enzymatiques de conjugaison impliquent principalement chez I’'Homme :
I’acide glucuronique, le glycocolle, le sulfate et I’acétyle.
La plus fréquente des conjugaisons est la glucuronoconjugaison impliquant la
glucuronyltransférase et les métabolites issus de la phase I possédant des groupements
hydroxyles, carboxyles ou aminés.
Les molécules conjuguées issues de ces transformations sont plus hydrosolubles que leur
molécule mere ce qui favorise leur élimination ultérieure dans 1’urine ou la bile (pour les
molécules de masses moléculaires importantes avec groupes polaires ou lipophiles). Trois cas
de figure résultent de ces phases de biotransformations :

- la formation de métabolites pharmacologiquement inactifs qui seront ensuite
¢liminés

- la formation de métabolite(s) actif(s) pouvant présenter une action inférieure voire

supérieure a la molécule meére. Ex: le diazépam donne 1’oxazépam (2)

- la formation de métabolites toxiques

c) Facteurs influencant la métabolisation

Il est important de se rappeler qu’il n’y a rarement qu’une seule voie métabolique
impliquée lors du métabolisme d’un médicament.

Les différents cytochromes P450 possédent des affinités qui sont variables en fonction
du substrat considéré et certains substrats peuvent modifier ’activité enzymatique des CYP.
On parle alors d’inducteurs s’ils augmentent 1’activité métabolique du cytochrome ou

d’inhibiteurs s’ils la diminuent.
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Ces médicaments inducteurs enzymatiques peuvent entrainer un sous dosage et une
diminution de I’efficacité du traitement, tandis que les inhibiteurs enzymatiques peuvent étre
responsables d’un risque de surdosage.

Des exemples des différentes isoenzymes de cytochromes et leurs relations avec

substrats inducteurs ou inhibiteurs sont regroupés dans le tableau ci-dessous :

Principales isoenzymes du cytochrome P450 humain impliquées dans le

métabolisme des médicaments (liste de molécules et de cytochromes non

exhaustive)
CYP1A2  CYP2C9" | CYP2D6 CYP3A4
substrat | théophylline | phénytoine codéine ciclosporine
caféine diclofenac captopril tacrolimus
warfarine | imipramine kétoconazole
fluoxétine midazolam
metoprolol statine
inhibiteur = cimétidine isoniazide quinidine macrolides
quinolones ritonavir fluoxétine naringénine (jus
fluvoxamine pamplemousse)
antifongiques azolés
antiprotéases
inducteur | rifampicine | rifampicine carbamazépine
oméprazole phénytoine
cigarette phénobarbital

millepertuis (tisanes...)

" = polymorphisme génétique avec retentissement fonctionnel

http://www.chups.jussieu.fr/polys/pharmaco/poly/POLY.Chp.4.4.html
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I1 existe un polymorphisme génétique des enzymes des voies métaboliques qui peut
modifier leur activité. Cela contribue a une variabilité inter-individuelle vis-a-vis de la
réponse a un médicament.

On peut ainsi dans certains cas distinguer les métaboliseurs lents, intermédiaires,

rapides, voire ultra-rapides.
2-4 Elimination

On désigne sous le terme d’élimination 1’excrétion du médicament ou de son (ses)
métabolite(s) a I’extérieur de I’organisme.

On distinguera plusieurs voies d’élimination : la voie rénale, majoritaire, la voie
hépatique, et d’autres voies d’excrétion plus marginales telle que salivaire, pulmonaire,

cutanée...

a) Elimination hépatique

Les dérivés issus du métabolisme hépatique peuvent étre ¢liminés dans la bile. Celle-ci
est excrétée dans la lumiére intestinale. Les substances éliminées par la bile peuvent ensuite :

- soit étre éliminées dans les selles directement, c’est généralement le cas des
substances les plus fortement polaires.

- soit étre réabsorbées lorsqu’elles remplissent les conditions de 1’absorption
intestinale.

Les conjugués peuvent aussi étre hydrolysés par des enzymes d’origine bactérienne
lors de leur passage dans la lumiére intestinale, ce qui a pour conséquence de libérer les
molécules initiales, moins hydrosolubles et donc capable de refranchir la barriere intestinale.

C’est le processus nommé cycle entéro-hépatique. Il a pour conséquence directe

d’augmenter la durée de vie d’un médicament.

b) Elimination rénale

Les reins sont les principaux organes de filtration du sang. La condition primordiale de

passage des molécules dans les urines est I’hydrosolubilité.
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Comme on I’a vu précédemment, la plupart des transformations que subit un médicament
(oxydation, conjugaison...) permettent d’augmenter celles-ci et par conséquent de favoriser
son élimination par voie urinaire.

Au niveau du néphron, les molécules d’une masse moléculaire inférieure a 64 kD
passent directement dans le filtrat (filtration glomérulaire). C’est le cas de la plupart des
médicaments ou de leurs métabolites. Par contre, la fraction liée aux protéines plasmatiques
d’un médicament n’est pas concernée par ce mécanisme d’élimination.

Au niveau du tubule proximal, une sécrétion active s’observe également pour certaines
molécules, essentiellement des anions ou cations. Ainsi, ces molécules sont sécrétées dans la
lumieére du tubule par transport actif, grace au systetme de la glycoprotéine P et a des
transporteurs d’efflux apicaux.
Le tubule rénal peut également réabsorber certains médicaments par diffusion non ionique

surtout, ou plus rarement par diffusion facilitée ou par transport actif (fig. 6).

Corpuscule rénal Tubule rénal et tubule collecteur
Artériole | I
glomérulaire /C;;sil:;\
afférente (san 5 i . o .
en proversancg Cwa"e Glomérule Liquide dans le tubule rénal

de lartére rénale)

Filtration qui s'effectue &}
du sang vers le néphron

\_/-I_\__//’—‘\ Urine
(contient les
substances
excrélées)
) Sécrétion wbulaire
qui s'effectue du sang
vers le fluide tubulaire

ERéabsurplmn tubulaire
qui s'effectue du fluide
tubulaire vers le sang

Artériole
glomérulaire
efférente (sang
destiné a la
veine rénale)

Sang

Capillaires péritubulaires,
artérioles et veinules droites

Fig. 6 : mécanismes de filtration, sécretion, réabsorption au niveau du néphron
https://listes.u-
picardie.fr/wws/d_read/physiologie/enseignement/L3S6/2013/Cours%20La%20fonction%20rénale%202013.pdf

II Acides aminés en tant que prodrogues

Le terme de prodrogue désigne tout compos¢é dont I’effet thérapeutique est conditionné
par une activation métabolique (transformation enzymatique ou chimique).
Dans la plupart des cas, les prodrogues sont de simples dérivés chimiques qui ne sont séparés
de la molécule « mere » active que par une ou deux réactions chimiques, catalysées ou non

par des enzymes.
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Les prodrogues ont offert une nouvelle approche modulable afin d’augmenter 1’utilité
clinique de nombreux agents pharmaceutiques en améliorant leurs propriétés
physicochimiques, leur biodisponibilité ou pharmacocinétique.

Les prodrogues médicamenteuses sont de plus en plus utilisées car elles représentent
une réelle opportunité dans le développement de nouveaux médicaments.

La démarche prodrogue est en train de devenir une part intégrante du processus de
découverte et de conception du médicament. Comme les prodrogues peuvent influencer la
distribution tissulaire, 1’efficacit¢ ou méme la toxicité de la molécule meére, ainsi que le

ciblage, leur intérét doit étre considéré des le début du développement préclinique.

Le choix du groupement « pro -» (que 1’on appellera également vecteur dans le cas
présent) dépend surtout de 1’objectif a atteindre en utilisant cette stratégie : augmenter la
solubilité par exemple.

Les prodrogues a base d’acides aminés ont démontré par le passé leur capacité a
améliorer la distribution par voie orale de médicament possédant une mauvaise solubilité et
perméabilité. Ajouter un acide aminé, naturel ou de synthése, a une molécule mére augmente
généralement sa solubilité aqueuse de plusieurs ordres de grandeur via un anion carboxylate
ou un cation ammonium.

De plus, de nombreux transporteurs nécessaires a 1’absorption des acides aminés et
oligopeptides sont exprimés dans les membranes des cellules épithéliales intestinales et se
révelent jouer un réle important dans 1’absorption de plusieurs prodrogues a base d’acides
aminés. Par exemple, les prodrogues de 1’acyclovir et du ganciclovir qui sont des esters de
valine, vont avoir une meilleure biodisponibilité orale liée a un meilleur transport intestinal

via le transporteur de peptide PEPT1 (3,4).

1-Acides aminés en tant que vecteurs

Une grande variété¢ de vecteurs (sucres, acides aminés, chaines carbonées, groupement
phosphates, etc....) a été utilisée afin de surmonter les inconvénients de certains médicaments
(5). La sélection de ce groupement va dépendre de plusieurs facteurs : I’objectif visé avec
I’approche prodrogue, du type de groupement(s) fonctionnel(s) présent(s) sur la molécule

mere, des mécanismes de conversion chimique (ou catalysé par des enzymes) possibles pour
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passer de prodrogue a médicament actif, de I’innocuité du vecteur et enfin de sa facilité de
synthese.
De ce point de vue, les acides aminés en tant que vecteurs offrent de nombreux avantages, et

présentent une toxicité déja largement décrite.

1-1 Diversité structurelle

Comme présenté précédemment, les acides aminés posseédent un groupement amine,

un groupement acide carboxylique et une chaine qui varie en fonction de 1’acide aminé

considéré.
1
H:N~ "CO0OH
Where R =
Polar
Chargad Non Charged
NHy *:r HN—y i
_NH N NH, NH,
COOH
P P_F,EDCH-I /r
Asn Gin
Lys (basicy Arg (basic) His (bagsic) Asplacidic) Glu (acidic) I/.:.ﬂ x\'qu _SH
Ser The Cys
mon=polar
Alliphatic Secondary Aromatic
o \|/ - - COOH e i :
I

Fig. 7 : Diversité structurelle des acides aminés naturel
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La nature de cette chaine R (fig. 7) va permettre de diviser les acides aminés en 3 catégories :

- les acides aminés avec un groupement R relativement apolaire (glycine, alanine,
valine, leucine, isoleucine, proline, phénylalanine, tryptophane et méthionine).

- les acides aminés avec un groupement R polaire : sérine, thréonine, cystéine,
tyrosine, asparagine, glutamine.

- les acides aminés avec un groupement R facilement ionisable : acide aspartique,

acide glutamique, lysine, arginine, histidine.

Mise a part la glycine, tous les acides aminés possédent un carbone a chiral et peuvent donc
exister sous deux formes isomeres : L et D. Les formes L des acides aminés prédominent dans
la nature et les prodrogues utilisant ces acides aminés sont généralement activées par des
enzymes existant dans les milieux biologiques. Ces deux formes ont tendance a avoir les
mémes propriétés physicochimiques mais les formes D semblent étre plus stables face a
I’hydrolyse par des enzymes humaines (6). Cette propriété est souvent utilisée pour
développer des prodrogues a Dbase d’acides aminés qui soient stables.
En effet, les enzymes sont des protéines qui catalysent des réactions biochimiques
spécifiques. Leur site récepteur sont chiraux, et ne reconnaissent donc qu’un seul des deux

énantiomeéres (Fig .8).

Carbone
asymétrique

Fig. 8 : illustration de la spécificité des sites de réaction enzymatique

En plus des acides aminés naturels L- et D-, il existe un important catalogue d’acides
aminés synthétiques et de di-/tri-peptides disponibles commercialement pour les chimistes
voulant synthétiser des prodrogues (7). Les acides aminés sont peut-étre les vecteurs qui

présentent la plus grande diversité structurelle impactant leurs propriétés physico-chimiques.
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1-2 Chimie de liaison

La plupart des prodrogues a base d’acides aminés sont soit des esters soit des amides,
dans lequel le groupement amine ou acide carboxylique est lié¢ a la molécule mére par un
groupement fonctionnel (hydroxyle, amine ou carboxyle). Ils peuvent également étre rattachés

a la molécule mére par une fonction carbonate ou carbamate.

Eslars and lhioeslars
o w] Q 8]
NH;
o Amides
R'—0H o
. . o R [ #] o
R: s3de chain (sesa figura 2)
— : R AA
. RN F“L‘,J\f FE"J'LH’L‘EMH R*—H‘Jl‘“m RN
1 + e MH; H
H;N™ “COOH R—CQOH
Carbonates and carbamates
Amino acid (AA) Parent drug o r o
]
-
Fc'—l::"”“n"!"‘caoﬂ H'—U”H“G’M ﬁ'—N'Jj‘G’M
H

Ether and thioethers
R'—01=Ad R'—&-AA

Fg 3. Typical links between amino add promoieties and parent drugs,

Fig .9 : principaux types de liaison retrouvés entre les acides aminés et la molécule mere

Les groupements R des acides aminés offrent une grande diversité¢ des groupements
fonctionnels utilisables (amine, acide carboxylique, alcool, thiol) et ouvrent ainsi un champ
d’opportunité énorme dans la conception de prodrogues. En effet, méme si dans la majorité
des cas, les acides aminés sont directement conjugués a la molécule mere, des lieurs
bifonctionnels ont déja été utilisés pour augmenter la diversité structurelle et le type de

molécules meres pouvant étre rattachées a des acides aminés (8,9).

28



1-3  Solubilité des acides aminés et de leurs prodrogues

L’addition d’un acide aminé, qu’il soit naturel ou de synthése, a une molécule mere
permet généralement d’augmenter grandement sa solubilité. Par conséquent, certaines
prodrogues a base d’esters d’acide aminés ont été étudiées afin d’augmenter la solubilité dans
I’eau dans 1’optique d’une administration par voie orale du médicament (10-13). Dans une
moindre mesure, les esters (14,15), les amides (16-19) d’acides aminés ont été étudiés pour
une utilisation parentérale.

Un grand nombre d’acides aminés ont un groupement o-amine primaire, a I’exception
de la proline (cyclique) qui a une fonction amine secondaire.

Le pKa de la fonction amine a est typiquement compris entre 8,8 et 10,6 tandis que celui de la
fonction acide carboxylique se situe entre 1,7 et 2,6 (tab. 1). Les constantes de dissociations
du groupes a-amino et de I’acide carboxylique sont affectées par I'une et 1’autre et par la
nature du groupement R. Le groupe a-amino dans son état chargé est fortement électrophile et
rend le groupe acide carboxylique plus acide, ce qui diminue son pKa. En effet le pKa typique
d’un acide carboxylique reste autour de 4,5.

Au pH physiologique, la forme prédominante des acides aminés o contient a la fois un groupe
carboxylate chargé¢ négativement et un groupe ammonium chargé positivement. Cet état
moléculaire est désigné sous le nom de zwitterion, et possede une solubilit¢ minimum au
point isoélectrique (fig. 9).

Cependant, dans la plupart des prodrogues a base d’acides aminés, on utilise soit le
groupement acide carboxylique, soit le groupement amine est utilis€ pour établir la liaison
avec la molécule meére, ce qui aboutit a la suppression de 1’état zwitterion. On notera que
certains acides aminés possédent des groupements fonctionnels additionnels sur le
groupement R qui peuvent servir lors de la formation de prodrogues (ie, -SH de la cystéine, -
OH de la tyrosine, -NH; de la lysine, -COOH de 1’acide aspartique et glutamique), et qu’ils
peuvent donc exister sous forme de zwitterion.

La solubilité aqueuse des acides aminés est largement dépendante de la nature polaire
ou non du groupement R (tab. 1). L’augmentation de la longueur de la chaine hydrocarbonée
du groupement R va ainsi diminuer la solubilité¢ des acides aminés, comme le montre sa
diminution quand on compare la glycine (R=H) avec la valine R= CH(CHj3); ou la leucine R =

CH,CH(CHs),.
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Ainsi, dans la série de prodrogues de la dapsone (18), les acides aminés avec une
chaine hydrocarbonée plus courte ont abouti a une meilleure solubilité par rapport a ceux qui
avait une chaine plus longue. De plus, les acides aminés avec un groupement R polaire ont
généralement une meilleure solubilit¢ que ceux ayant un groupement R non polaire. Ces
données vont dans le sens de résultats obtenus lors de plusieurs études ou la phénylalanine en
tant qu’acide aminé vecteur a abouti a une solubilit¢ moindre par rapport aux autres
prodrogues testées (18,20).

Parmi les acides aminés avec un groupement R ionisable, la lysine apporte une relativement
bonne solubilité aqueuse sur une gamme importante de pH importante grace a son amine en
position € et ce quel que soit le type de prodrogue envisagée (ester ou amide) (18,21).

L’introduction d’un acide aminé ajoute généralement une charge a la molécule. Par

conséquent celle-ci va avoir une solubilité pH-dépendante. L’ionisation et donc le profil de

solubilité vis-a-vis du pH va dépendre du nombre de groupe ionique et de leur pKa.

-+ = \Weak Acld prodrug (pKa 7.13)

100.00 e \Neak base prodrug (pKa 3.58) :
’
E K
E‘ 10.00 E 7
— /
z E ;
= 100 & .
5 £
S S
¢ 010 -
0.01

Fig. 9 : profil théorique de solubilit¢ en fonction du pH d’une prodrogue a base d’acide aminé ayant un

groupement amine libre (pKa = 7,13) et d’une autre ayant un groupement acide carboxylique libre (pKa = 3,56).

L’ionisation et la solubilit¢ d’une prodrogue a base d’acide aminé sont donc fortement
dépendante du pH gastrique, il parait alors particulierement primordial de déterminer le profil
de solubilité vis-a-vis du pH de ce type de prodrogues et son impact sur la biodisponibilité de

la molécule au cours de ses différents passages dans le tractus gastro-intestinal.
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1-4  Stabilité chimique des prodrogues a base d’acides aminés

Les prodrogues a base d’acides aminés sont congues sur le principe d’assurer a la fois
une bonne stabilité chimique et une conversion (ou activation) vers la molécule mére par des
enzymes. Ainsi, une haute stabilité chimique va réduire la conversion spontanée de la
prodrogue en médicament actif tandis qu’une activation enzymatique permet une conversion
rapide et quantifiable. Les esters et les amides d’acides aminés sont hydrolysés par les mémes
mécanismes catalysés par des acides ou des bases et par un certain nombre d’hydrolases

endogenes (22) (Fig. 10).
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Fig. 10 : principales réactions d’hydrolyses de prodrogue a liaison ester ou amide
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Cependant, d’une maniere générale, la liaison amide est plus stable que la liaison ester
vis-a-vis d’une hydrolyse chimique ou catalysée par des enzymes. Le plus souvent les
prodrogues a liaison ester ou amide sont le moins stable aux extrémités de 1’échelle des pH

(tres bas ou tres €levé) (Fig. 9) (23).

En effet, certaines prodrogues a base d’acides aminés font preuve d’une mauvaise
stabilité chimique en solution aqueuse, comme le montre les esters de métronidazole (14,24),
d’acyclovir (25) et de paracétamol (26). La raison de cette faible stabilité est en partie due au
groupe amine voisin qui peut participer a une catalyse intramoléculaire, et en partie due au
fort pouvoir électro-attracteur du groupe amine protoné qui active la liaison ester (24,27). Ce
pouvoir facilitant du groupe amine sur I’hydrolyse de la liaison ester peut étre diminué en
¢loignant le groupe amine de cette liaison ester (28,29).

Par exemple, les esters aminométhylbenzoate de métronidazole (29),
d’hydrocortisone, prednisolone et méthylprednisolone (30) ont montré une importante
stabilité¢ chimique tout en gardant une vitesse rapide d’hydrolyse enzymatique de I’ester. La
meilleure stabilité de ces prodrogues est potentiellement due au groupement R chargé
négativement, qui générerait I’hydrolyse de la liaison ester par des ions hydroxydes (31).

La liaison amide est moins polarisée que la liaison ester, car l’azote a une
¢lectronégativité moindre que 1’oxygene, ce qui rend la liaison amide plus résistante a une
hydrolyse chimique que la liaison ester. Ceci est illustré par les amides a base d’acides
aminés, de la dapsone qui, quel que soit le précurseur (glycine, alanine, leucine,
phénylalanine, lysine) ont une durée de vie estimée supérieure a 2 ans a pH 4 (18).

Les acides aminés en tant que vecteurs influencent de maniére majeure la stabilité
chimique des prodrogues. En général, les acides aminés a petite chaine aliphatique (glycine,
alanine) et la proline donnent lieu a des prodrogues esters ou amides qui subissent des
hydrolyses chimiques en milieu aqueux plus rapidement que les prodrogues a base d’acides
aminés ayant des chaines aliphatiques ramifiées (valine, isoleucine), ou d’acides aminés
aromatiques (phénylalanine). Les facteurs possibles contribuant a ces différences sont a la fois
de petites variations dans les valeurs du pK, du groupe a-amino et I’encombrement stérique
au niveau du site actif.

Par exemple, la présence dans la portion acyle d’une prodrogue ester, d’un groupe o-
amino trés ionisé au sein de la proline (pK, 10,60) induit une augmentation de la vitesse
d’hydrolyse de la liaison ester, faisant ainsi des prolylesters les esters d’acides aminés les

moins stables chimiquement (31-33). Cependant une demi-vie courte peut étre recherchée,
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comme c’est le cas avec les esters de proline pour des prodrogues de paracétamol a visée
sublinguale. Ceux-ci ont une demi-vie extrémement courte (environ 4 min) a pH 7,4 et vont
donc étre convertis rapidement en paracétamol apres avoir été avalés (26).

L’influence du facteur stérique sur I’hydrolyse chimique est bien démontrée par les
amides de dapsone. Les taux d’hydrolyse de ses prodrogues diminuent dans I’ordre glycine >
alanine > phénylalanine > lysine > leucine, ce qui est mieux expliqué par les facteurs stériques
au niveau de la liaison amide que par des différences entre les pK, (18). Ces facteurs stériques
expliquent aussi qu’en incorporant la L-valine, qui posséde une chaine carbonée ramifice, il
ait été développé deux prodrogues maintenant commercialisées ainsi que d’autres prodrogues
a base de L-valine, qui montrent toutes une relativement bonne stabilit¢ chimique aux
différents pH physiologiques. Nous pouvons citer parmi celles-ci le valacyclovir qui présente
une stabilit¢é maximale pour un pH inférieur a 4 et seulement 2 % de la prodrogue étaient
hydrolysés apres une période de 24h (34).

Enfin la stéréochimie des acides aminés ne semble avoir peu voire pas d’influence sur
la stabilité chimique de leur prodrogue (32,33, 35). Bien qu’il y ait quelques regles générales
concernant la stabilit¢ chimique des prodrogues a base d’acides aminés, il est surtout
important de définir le profil de stabilité de la prodrogue en fonction du pH et de déterminer le
pH permettant la meilleure stabilité, ce afin de faciliter les choix de formulation ou d’anticiper

les problémes de stabilité.

1-5  Stabilité enzymatique

L’ hydrolyse catalysée par diverses hydrolases (ie, estérases et/ou peptidases) des esters
et amides d’acides aminés se révele bien plus efficace que I’hydrolyse chimique. La demi-vie
des prodrogues est généralement beaucoup plus courte dans le sang ou les homogénats de
tissus que dans des solutions aqueuses (36). L’enzyme responsable de I’activation de la
prodrogue reste souvent non identifiée.

Cependant, il a été suggéré que la protéine biphénylhydrolase-like, valacyclovirase
humaine (VACVase) est responsable au moins en partie de 1’hydrolyse des prodrogues de
valacyclovir et valganciclovir et serait impliquée dans 1’activation d’autres prodrogues a base
d’acides aminés (37-39). Comme la spécificité de cette enzyme réside principalement dans le
groupement acyle de I’acide aminé et dans une moindre mesure dans la fonction alcool de la

molécule mere, et que le groupe o amine du substrat est important pour son activité, cette
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enzyme pourrait étre qualifiée d’enzyme activatrice de prodrogues ester d’acides aminés (39-
40). La VACVase est plus efficace sur les groupements R courts, hydrophobes (valine,
proline) ou aromatiques (phénylalanine) plutdt que les acides aminés chargés (lysine, acide
aspartique). Elle a montré une stéréosélectivité claire envers les prodrogues a base de L-valine
plutdt que celles basées sur la D-valine, quelle que soit la molécule mére tout en faisant
preuve d’une activité¢ hydrolytique comparable pour les esters de D-phénylalanine et L-
phénylalanine (38).

Les amides d’acides aminés sont de trés mauvais substrats de la VACVase. Cette
caractéristique est diie a la fois a une faible affinité pour I’enzyme et a une liaison amide
beaucoup plus stable. De fait, les prodrogues amides nécessitent un autre mécanisme
d’activation hydrolytique. Par exemple plusieurs prodrogues amides de la dapsone se sont
avérées Etre substrats pour la leucine aminopeptidase.

Les prodrogues a base d’acides aminés o ont également été étudiées afin de cibler
spécifiquement des enzymes surexprimées par certains cancers. Ainsi la prodrogue L-
proplylamide de I’anticancéreux melphalan est un bon substrat de la prolidase, une enzyme

surexprimée dans les cas de mélanomes (17).

2- Voies d’administration

L’approche prodrogue est une stratégie fréquemment utilisée pour augmenter la
dissolution et la solubilité d’un médicament autrement peu soluble (solubilit¢ < 10 uM) et
ayant donc une absorption orale limitée et une solubilit¢ insuffisante pour un usage
parentérale. Comme vu précédemment, les acides aminés sont d’excellents groupements
«pro» pour augmenter la solubilité aqueuse d’une molécule mere. Afin d’accroitre la
dissolution, les prodrogues d’acides aminés peuvent étre transformés sous leur forme sel.

Dans cette partie nous envisagerons des exemples ou les prodrogues d’acides aminés
ont ¢ét¢ pensées afin d’améliorer la biodisponibilité orale, de rendre possible une libération
prolongée, une administration parentérale, de cibler un site d’action particulier, ou

d’améliorer la stabilité enzymatique.
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2-1  Amélioration de la biodisponibilité orale

Il existe deux méthodes distinctes afin d’améliorer la biodisponibilité orale : soit par
augmentation de la solubilit¢ aqueuse d’un médicament autrement peu soluble, soit par

I’augmentation de son absorption, au niveau intestinal notamment :

- ame¢élioration de la solubilité aqueuse.

Nous allons présenter trois situations différentes illustrant cette approche :

L’alaninate de brivanib (BMS-5822664) est une prodrogue ester du brivanib (BSM-
540215) en cours d’étude. Le brivanib est un inhibiteur du récepteur 2 du facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGFR-2) et du récepteur 1 du facteur de croissance
des fibroblastes (FGFR-1), également étudié comme traitement du carcinome hépatocellulaire
et du cancer colorectal (41). Il a une trés faible solubilité aqueuse (< 1 pg/mL a pH 6,5), ce
qui rend sa biodisponibilité orale limitée, particuliérement pour des doses importantes.

Par contre I’ester de L-alanyle du brivanib présente quant a lui une trés bonne
solubilité¢ aqueuse (73 mg/mL a pH 5,8) ce qui conduit a une nette amélioration de la
biodisponibilit¢ par voie orale du brivanib (52-97 % chez plusieurs modeles animaux).
L’alaninate de brivanib est rapidement et complétement converti en brivanib par différentes
estérases, trés probablement pendant I’absorption et offre donc un excellent moyen

d’administrer le brivanib par voie orale (42) (Fig. 11).

eslarases

Erivanib alaninate Brivanib

Fig. 11 : Bioconversion de I’alaninate de brivanib vers le brivanib par des estérases
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Plusieurs études concernent des molécules a structures pluri-cycliques dont la
caractéristique est d’étre peu hydrolsoluble. L’une d’elle, le CAM-4562 est un ester diméthyle
glycine de CAM-4451, un antagoniste spécifique non peptidique du récepteur a la neurokinine
NK1, utilis¢ comme antidépresseur, antiémétique et anxiolytique (10). Celui-ci a une tres
faible solubilité aqueuse (<2 pg/mL) et par conséquent une mauvaise biodisponibilité par voie
orale (10,12). Bien que la leucine augmente un peu la solubilité (0,1 mg/mL), la prodrogue a
base de diméthyl glycine, CAM-5562, a une solubilité¢ 1500 fois supérieure (3 mg/mL) et une
biodisponibilité orale environ 3 fois plus importante (39 %) que celle de la molécule meére
(10).

De plus CAM-5562 a montré une hydrolyse plus sélective vers la molécule mere par
des aminopeptidases au niveau de la bordure en brosse du tractus gastro-intestinal , alors que
I’ester de leucine s’est montré plus susceptible a I’hydrolyse avant d’atteindre cette bordure,

ce qui peut causer des potentiels problemes de précipitation avant 1’absorption (Fig. 12).
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Fig. 12 : Bioconversion des prodrogues CAM-4562 et CEP-7055 vers leur molécules meres, CAM-4451 et CEP-
5214, par des aminopeptidases
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Un autre molécule également ¢étudiée est la QCI12, qui est une prodrogue de la
quercétine (3°,4°,3,5,7-tetra-hydroxyflavone), ou 1’'un des groupes phénols de la molécule
mere est rattaché a une glycine via une liaison carbamate (13,43). La quercétine est un
flavonoide d’origine naturelle possédant de nombreuses activités biologiques, notamment
I’inhibition de tyrosine kinases (44). Cependant, elle est insoluble en milieu aqueux, ce qui a
nécessité la dissolution de cet agent anti-tumoral dans du diméthylsulphoxide (DMSO) in
vivo. Le QC12 a une solubilité¢ aqueuse bien plus importante que la quercétine. Il est activé

par des hydrolases cellulaires, trés probablement avant ou pendant I’absorption (Fig. 13).

celular
hydrelyzing o ” intestinal OH
enzymes microflora m ....... - j\@\
H OH HO oM
Qaci2 Quarcetin DOPAC

Fig. 13 : Bioconversion de la prodrogue a liaison carbamate de la quercétine, QC12, par hydrolyse enzymatique

cellulaire, et les formations de ses métabolites, DOPAC et m-HPAA par la flore intestinale.
- utilisation des transporteurs intestinaux :

Les acides aminés étant chargés au pH des fluides physiologiques, ils ont une faible
perméabilité membranaire et sont donc spécifiquement transportés a travers la bicouche
lipidique par des transporteurs actifs (énergie dépendants) d’acides aminés et peptides. Les
prodrogues utilisant les acides aminés développées pour étre prises en charge par ces
transporteurs doivent donc imiter les propriétés structurelles des substrats naturels de ces
transporteurs (45,46).

La muqueuse intestinale exprime plusieurs transporteurs d’acides aminés et de
peptides, parmi les plus abondants on retrouve le transporteur de peptide couplé au proton
PepT1 appelé SLC15A1 et le transporteur d’acides aminés neutre Na™ dépendant ATB®"
nommé SLC6A14. Ces deux transporteurs sont exprimés de maniére relativement importante
au niveau de la surface apicale des entérocytes et ont une grande capacité, ce qui assure un

passage rapide de leur substrat. Comme ils reconnaissent tous deux une grande variété¢ de
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substrats, ils s’averent étre des transporteurs idéaux pour faire traverser la muqueuse
intestinale aux prodrogues a base d’acides aminés ou de peptides (45,47).

Ainsi, I’ester de L-valyle est certainement le premier exemple commercial d’une
prodrogue a base d’acides aminés utilisant les transporteurs intestinaux pour augmenter la
perméabilité et donc améliorer la biodisponibilité orale de leur molécule mére. A ce titre, le
valacyclovir fut le pionnier des prodrogues d’ester de L-valyle, permettant une
biodisponibilité orale 3 a 5 fois plus importante (> 60 %) que celle de sa molécule mere,
I’acyclovir (10-20 %) (48). Le valacyclovir est absorbé par les transporteurs PepT1 et ATB",
puis ensuite hydrolysé rapidement par la valacyclovirase qui est une enzyme
biphénylhydrolase-like (3) (49) (37). L’acyclovir est en fait, comme tous les nucléosides, une
pré-prodrogue ou double prodrogue, puisqu’aprés 1’hydrolyse du groupement valine,
I’acyclovir est phosphorylé en monophosphate par des enzymes virales spécifiques, des
thymidines kinases et enfin converti en di- et triphosphates par les kinases cellulaires (Fig. 14)
(50,51). L’acyclovir triphosphate agit comme agent antiviral en inhibant la réplication de
I’ADN viral.

Peu aprés la découverte du valacyclovir, fut congu le valganciclovir (Rovalcyte™). Il
est lui aussi absorbé par les transporteurs PepT1 et ATB"" | puis activé par la valacyclovirase
(Fig. 14) (4) (37). Sa biodisponibilité orale est d’environ 60 %, ce qui est 10 fois plus élevé
que la biodisponibilité orale du ganciclovir (6-8 %) (52,53). Le succes de ces deux
médicaments a prouvé l’intérét que présentait la L-valine en tant que prodrogue pour
améliorer la biodisponibilité orale et 1’utilisation des transporteurs d’acides aminés. C’est
pourquoi, d’autres prodrogues ester de L-valyle sont en cours d’évaluation clinique,

notamment la valopicitabine, valtorcitabine (54).
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Fig. 14 : Bioconversion du valacyclovir et valganciclovir vers leur molécules mére par la valacyclovirase et

phosphorylation par des kinases.
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Pour autant, il existe d’autres exemples de prodrogues d’acides aminés congues pour
étre absorbées par des récepteurs intestinaux.

L’un d’elle est la midodrine (Gutron®), une prodrogue du desglymidodrine (DMAE)
utilisant la glycine. Celle-ci est rattachée a un groupement amine du DMAE par une liaison
amide (Fig. 15). La biodisponibilité orale de la midodrine est de 93 %. Ce qui est deux fois
plus important que pour le DMAE. Cette prodrogue est principalement absorbée par le
transporteur PepT1 et convertie par des peptidases encore non identifiées au niveau du foie et
de la circulation générale (55,56). La libération du DMAE agit ensuite au niveau périphérique
en tant qu’agoniste sélectif des récepteurs al.

La midodrine est utilisée avec succes pour traiter les cas d’hypotension orthostatique

et les hypotensions dans le cadre de dialyse.

~o ~0
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Fig. 15 : Bioconversion de la prodrogue a liaison amide de la midodrine par des peptidases

Le bacloféne et la gabapentine ont des analogues structuraux du GABA (acide y-
aminobutyrique) utilis¢é dans le traitement de diverses pathologies neurologiques. Ils
posseédent tous les deux des caractéristiques de structures similaires aux acides aminés, et sont
absorbés dans la partie haute du petit intestin, probablement par un transporteur de L-acides
aminés. XP13512 et XP19986 sont respectivement des prodrogues de la gabapentine et du
bacloféne, dont le but est de dépasser les limites pharmacocinétiques de leur molécule meére
(Fig. 16) (57,58). Le transport de ces prodrogues est réalis€ par un transporteur
monocarboxylate de type 1 (MCT-1) et le transporteur multi-vitaminique sodium dépendant

(SMVT) (57,58).
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Ces prodrogues démontrent un peu plus 'intérét de prodrogues acides aminés qui

ciblent des transporteurs autres que ceux des oligopeptides exprimés dans le tube digestif.
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Fig. 16 : Bioconversion de XP13512 et XP19986 par des hydrolases cellulaires

2-2 Libération prolongée

L’un des champs les plus étudiés dans le développement de médicaments est la
recherche de principes actifs ayant une longue durée d’action. On parle de libération
prolongée lorsque la libération, et donc 1’absorption du médicament, se fait de manicre
réguliere et contrélée dans le temps, et ce dans le but de maximiser 1’effet thérapeutique ou
bien de diminuer les éventuels effets secondaires.

Contrairement aux libérations prolongées liée a la formulation galénique qui implique
des liposomes, des microsphéres ou encore des hydrogels, la libération prolongée obtenue par
les prodrogues résulte des réactions de bioactivation du médicament. En fonction de
I’approche choisie, la bioactivation peut avoir lieu au niveau des entérocytes, dans la
circulation générale, ou dans des cellules spécifiques. De plus la constance des vitesses
d’hydrolyse, donc de libération, rend ces prodrogues moins sensibles aux variations liées a
I’absorption comparées aux systeémes de libération prolongée basés sur la formulation. En
conséquence, les amides d’acides aminés offrent une bonne opportunité de produire des
prodrogues a libération prolongée étant donné que les liaisons amides sont généralement plus

résistantes aux hydrolyses que les liaisons esters. De la méme manicre les D-acides aminés
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seront privilégiés par rapport aux L-acides aminés, car plus résistants aux hydrolyses

enzymatiques.

Ce phénomene peut étre illustré par la prodrogue dimésylate de lisdexamfétamine
(LDX, Vyvanse®) qui est une prodrogue amide de L-lysine et et D-amphétamine, utilisé¢
comme psychostimulant pour les troubles, déficits de I’attention/hyperactivité (TDAH) chez
les enfants de 6-12 ans ainsi que les adultes (59). Le LDX est absorbé sous forme intacte
principalement par ce qui semble étre le PepT1 et/ou d’autres transporteurs d’acides aminés,
et libére la molécule mere, I’amphétamine, essentiellement dans les hématies (Fig. 17) (60).

La libération prolongée, et la longue durée d’action qui en découle permettent une
administration unique du produit. Le principal atout de ce médicament réside dans le fait
qu’étant une prodrogue a libération prolongée, les risques potentiel d’abus que les autres

amphétamines présentent si injectée ou inhalée en sont réduits (61).

H hydrolysis in red blood cells J\/©
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o Lisdexamfetamine D-Amphetamine

Fig. 17 : Libération prolongée d’amphétamine a partir de sa prodrogue, la lisdexamfetamine dans les hématies
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2-3  Administration parentérale

Les médicaments sous forme injectables permettent de délivrer la dose compléte
rapidement dans la circulation sanguine. Cependant, par rapport a la voie orale, les criteres
assurant leur innocuité sont plus stricts. Notamment en ce qui concerne la stabilité, la stérilité,
et I’absence de particules dans la solution, qui pourraient créer embolies pulmonaires ou
thromboses veineuses. Une bonne solubilité aqueuse est donc requise pour les médicaments
destinés a cette voie. Pour celles n’ayant pas une solubilité suffisante, souvent des solvants
organiques, solubilisants, ou surfactants sont utilisés afin d’améliorer la solubilit¢ du
médicament dans la solution.

Lorsque I’approche galénique s’est montrée insuffisante, voire toxique, la stratégie des
prodrogues a ¢été utilisée afin d’augmenter la solubilit¢ aqueuse. Parmi celles-ci, les
prodrogues a base d’acides aminés se sont révélées intéressantes et nous allons en étudier

quatre exemples révélateurs.

Bundgaard et al. ont synthétisé différentes prodrogues d’un médicament peu soluble,
le métronidazole, en utilisant des esters d’acides aminés, pour une utilisation parentérale (14).
Le métronidazole, est un médicament antibiotique et antiparasitaire souvent utilisé par voie
orale. Cependant, une administration intraveineuse est parfois nécessaire pour sa rapidité
d’action.

Le chlorhydrate de métronidazole N,N-diméthylglycinate (Fig. 18a) est trés soluble (>
0,5 g/mL) et s’est avéré étre le candidat le plus prometteur pour une administration
parentérale. Cette prodrogue libére le métronidazole rapidement et en quantité (80 %) dans le
plasma et la circulation générale avec une demi-vie de 12 min et 9,5 min respectivement. De
plus, on a observé une conversion rapide vers le métronidazole aprés une administration
intraveineuse sur les modeles animaux (24). Malheureusement, la mauvaise stabilité du N,N-
diméthylglycinate de métronidazole limite sa formulation a des solutions a utiliser
extemporanément. Dans le but d’augmenter cette stabilité, un groupement phényle a été
incorporé entre le groupement ester et le groupement électroattracteur aminé (27,29). Les
esters aminométhylbenzoate de métronidazole (Fig. 18b et ¢) ont une solubilité importante (>
0,1 g/mL) et une bonne stabilité chimique en solution aqueuse. Ils permettent une libération
de 80 % de métronidazole dans le plasma et la circulation générale avec une demi-vie de 0,4

min et 0,6 min respectivement.
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Fig. 18 : Structures chimiques des prodrogues de métronidazole développées pour une libération prolongée.

Un autre exemple de principe actif étudié en vue d’une administration parentérale est

la rapamycine (ou Sirolimus®) qui est un immunodépresseur utilisé pour prévenir les rejets de

greffes d’organes, notamment rénales. Elle présente une faible solubilité aqueuse et une

mauvaise biodisponibilité par voie orale. Le rapamycin-28-N,N-diméthylglycinate, est une

prodrogue a base de glycine et a liaison ester. Celle-ci présente une bonne solubilité (> 50

mg/mL) qui permet une utilisation parentérale de la molécule (Fig. 19) (62).

Cependant, la mauvaise stabilité ne permet pas la préparation de formule préte a

I’'usage. Lors des essais précliniques chez la souris, des doses intraveineuses de 10 a 100

mg/kg ont montré des concentrations de rapamycine détectables dans le plasma jusqu’a 5-12 h

apres 1’administration. Ceci pourrait permettre une délivrance prolongée de la molécule mére

(63).
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Fig. 19 : Structures chimiques de la rapamycine et sa prodrogue a base de 28-N,N-diméthylglycinate.

Pour la carbamazépine qui est une molécule pluri-cyclique, par conséquent présentant
une faible solubilité aqueuse (0,12 mg/mL) et largement utilis¢ comme antiépileptique par
voie orale, il n’existe pas de forme injectable. L’absence d’une telle formulation a conduit a la
synthése d’une prodrogue N-glycyle de la carbamazépine (Fig. 20). La glycine est reliée a la
molécule mére via I’azote du groupement urée formant une fonction peptide-like acyl-urée
(64).

La solubilité¢ aqueuse la N-glycyle carbamazepine s’est revelée étre de 4,4 mg/mL et
I’extrapolation de ces résultats pouvait permettre d’envisager une solubilité¢ a 50 mg/mL a pH
4. La prodrogue a démontré une conversion rapide et complete vers la carbamazepine (T,
d’environ 1min) apreés administration intraveineuse chez le rat (65), mais du fait de son
instabilité chimique en solution (Togy, = 5,9 jours a pH 4, 25°C), la préparation d’une forme

parentérale est limitée a une forme lyophilisée a reconstituer extemporanément.
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Fig. 20 : Conversion de la N-glycyl carbamazépine vers la carbamazépine in vivo

Enfin, une autre prodrogue de la carbamazepine, la N-cystéamine carbamazépine a
aussi ¢té développée pour une utilisation intraveineuse (66). La solubilité aqueuse des dérivés
de N-cystéamine dépasse 100 mg/mL a pH 2,6 et la durée de conservation (Tyge,) était de 320
jours a pH 4 a 25°C. Aprés administration par intraveineuse d’une dose de prodrogue de N-
cystéamide chez le rat, la carbamazepine a été immédiatement retrouvée dans le plasma alors
qu’aucune trace de prodrogue intacte n’a été observée, suggérant que la conversion vers la
molécule mére s’opére de maniére trés rapide et probablement via une réaction avec le

glutathion (66) (fig 21).
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Fig. 21 : mécanisme supposé pour la conversion de la N-cystéamine carbamazépine vers la carbamazépine,

impliquant une attaque nucléophile par le glutathion.
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2-4  Ciblage thérapeutique

La capacité¢ d’un nouveau médicament a ne pouvoir cibler que les cellules malades
sans affecter les cellules saines a toujours été un enjeu majeur lors du développement de
médicament dont la fenétre thérapeutique est étroite. Ce besoin de sélectivité s’est accru avec
la recrudescence des cas de cancers ces derniéres décennies étant donné la potentielle toxicité
intrinséque des traitements anticancéreux classiques.

Lors du développement d’un médicament prodrogue, le ciblage thérapeutique peut étre
obtenu soit par un transport sélectif du médicament au site d’action soit par une activation de
la prodrogue sélective au site d’action. La libération d’un médicament sur un site d’action
particulier est un objectif parfois compliqué a atteindre a cause des nombreuses et complexes
barrieres retrouvées dans le corps humain. Néanmoins, les prodrogues a base d’acides aminés
ont démontré un certain succeés dans le ciblage de médicaments pour les organes comme les

yeux, le cerveau, ou plus généralement dans le ciblage de médicament anticancéreux.

Une des stratégies utilisées pour améliorer la libération d’une prodrogue d’acides
aminés sur un site d’action particulier, consiste a tirer profit de la surexpression de certains
transporteurs de nutriments par certains organes. Comme vu précédemment, 1’absorption
orale de certaines molécules est améliorée par un ciblage du transporteur PepT1 exprimé au
niveau du tractus gastro-intestinal.

Ainsi, PepT1 est impliqué dans 1’augmentation de la biodisponibilité au niveau
oculaire de différentes prodrogues a base de dipeptides, tel que 1’acyclovir ou le ganciclovir
(67,68). La plus grande expression des récepteurs PepT1 dans les cellules cancéreuses par
rapport aux cellules saines a également permis une accumulation sélective de la prodrogue a

base d’acides aminés a liaison ester de la fluxoridine, un anticancéreux, au niveau de ces

cellules (31).

D’autres transporteurs ont ét€ mis en évidence pour leurs roles dans une meilleure
accumulation de prodrogues a base d’acides aminés au sein de cellules cancéreuses. Ainsi, les
transporteurs ATB*", ATAI, ATA2 et ASCT2 ont permis une pénétration 5 fois plus
importante de la prodrogue d’ester de valine de SN-38, un métabolite actif de I’irinotécan

utilisé comme anticancéreux, au sein la lignée cellulaire du cancer du sein MCF7 (69).
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De la méme maniere, I’expression plus importante du transporteur LAT1 au niveau de
la barriere hémato-encéphalique a été utilisé pour faciliter le passage de prodrogues de
kétoprofeéne et d’acide valproique jusqu’au cerveau (70-72). Les prodrogues L-tyrosine et L-
lysine de kétoprofene ont démontré une absorption au niveau du cerveau, dose dépendante,
mais saturable lors d’expériences d’injections in situ chez le rat. Cette absorption a été inhibée
par D’administration d’acide 2-aminobicyclo(2,2,1)heptane-2-carboxylique (BCH), un
inhibiteur avéré du récepteur LATI, suggérant que ces prodrogues sont acheminées au
cerveau par son intermédiaire (Fig. 22). De plus, aprés des injections bolus de la prodrogue

chez le rat, ont ét¢ détectés a la fois la prodrogue et le kétoproféne au niveau du cerveau.
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Fig. 22 : Structures chimiques et activation de prodrogues de kétoproféne développées pour étre prise en charge

par le transporteur LAT1.

Il est & noter que la présence d’enzymes spécifiques d’un tissu, ou exprimées de
maniere plus importante, par rapport au reste de 1’organisme, est une propriété qui peut étre
exploitée pour une conversion sélective d’une prodrogue, permettant ainsi un ciblage. Par
exemple, certaines tumeurs ont montré une activité accrue de leur prolidase par rapport aux
tissus sains, ce qui pourrait étre utilisé¢ dans le développement d’une prodrogue destinée a étre

activée par cette enzyme.
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Ainsi des prodrogues a base de proline du melphalan et du méthotrexate ont été
développées pour étre substrat d’une imidodipeptidase : la prolidase, cytosolique spécifique
(73-74). Ces deux prodrogues ont montré une plus grande cytotoxicité pour les cellules de
cancers du sein de la lignée cellulaire MDA-MB-231 par rapport a leur molécule mere.

Ceci peut s’expliquer par deux mécanismes : tout d’abord une meilleure distribution
de ces prodrogues dans les cellules MDA-MB-231 probablement grace a des mécanismes de
transporteurs, et également par une activité prolidase plus importante au niveau de cette lignée

cellulaire par rapport aux cellules saines.

2-5 Meilleure stabilitée métabolique

L’approche des prodrogues a base d’acides aminés a été utilisée avec succeés pour
améliorer la stabilité vis-a-vis du métabolisme de certains médicaments a structure
nucléosidique.

Par exemple, le 2-bromo-5,6-dichloro-1(p-D-ribofuranosyl)benzimidazole (BDCRB)
est un inhibiteur puissant et sélectif du cytomegalovirus humain (HCMV), mais il ne fait
I’objet d’aucune utilisation thérapeutique car son métabolisme in vivo est trop rapide. La
liaison N-glycosidic du BDCRB est clivée par deux enzymes, la 8-oxoguanine ADN
glycolase (OGG1) et la N-méthylpurine ADN glycolase (MPG), rendant la molécule inactive
(Fig. 23) (75). Des prodrogues de type ester d’acides aminés du BDCRB ont été synthétisées
afin d’augmenter ’efficacité in vitro et in vivo (76).

C’est ainsi que le L-Asp-BDCRB a montré une activité antivirale puissante et sélective
en plus d’une meilleure stabilité par rapport au BDCRB (Fig. 23). Il est rapidement absorbé
apres administration orale chez la souris et montre une demi-vie 5 fois supérieure a celle du

BDCRB (76).
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Fig. 23 : Clivage de la liaison N-glycosidique du BDCRB par la 8-oxoguanine ADN glycolase (OGGl1) et la N-
méthylpurine ADN glycolase (MPQ) et résistance de la prodrogue L-Asp-BDCRDB vis a vis de ces enzymes.

Par ailleurs nous pouvons citer aussi la gemcitabine qui est un médicament
anticancéreux polaire a faible perméabilité membranaire dont I’administration se fait par voie
intraveineuse. Dans 1’organisme le groupement cytidine subit un clivage de la liaison
glycosidique par des cytidine-désaminases, ce qui rend la molécule inactive (Fig. 24).

De nombreuses prodrogues a base d’esters d’acides aminés ont ét¢ synthétisées afin
d’améliorer la biodisponibilité orale via des transporteurs d’oligopeptides et d’augmenter la
stabilité¢ enzymatique vis-a-vis des cytidine-désaminases (35). La prodrogue 5’-L-isoleucyl-
gemcitabine a permis un meilleur transport dans les cellules exprimant hPEPTI.
Contrairement a la val-gemcitabine, elle a montré une bioconversion plus lente dans les
homogénats de cellules Caco-2 et dans le plasma humain ainsi qu’une résistance remarquable

a ’activité des cytidine-désaminases (Fig. 24).
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Ces propriétés pourraient aboutir a une demi-vie plus longue dans la circulation

systémique et faciliter le ciblage de cellules suréxprimant le transporteur hPEPT1 (35).
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Fig. 24 : Clivage de la liaison N-glycosidique de la gemcitabine par une cytidine désaminase et augmentation de

sa stabilité lors de sa conversion vers la prodrogue L-Ile-gemcitabine.
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I1I Intéréts pratiques et industriels

Le développement de prodrogues a base d’acides aminés, comme tout médicament, peut
poser un certain nombre de problémes qu’il convient de considérer tout au long des
différentes étapes de développement. Ces défis sont généralement associés a de nombreuses
phases que nous pouvons décliner ainsi : les étapes de synthese, les étapes de screening in
vitro et in vivo, les méthodes d’analyses, les étapes de formulations galéniques, les
évaluations du métabolisme et de la pharmacocinétique, les évaluations de sécurité et

toxicologie et enfin les considérations réglementaires.
1- Découverte et screening

Le développement d’une prodrogue est un processus itératif qui implique la synthése de
différentes prodrogues suivie d’évaluations in vitro et in vivo permettant de déterminer si le
profil voulu (physicochimique, pharmacocinétique et/ou pharmacodynamique) est atteint. Les
chercheurs ont a leur disposition un certain nombre d’outils afin d’établir les caractéristiques
physico-chimiques et pharmaceutiques des prodrogues. Il est important de s’assurer que les
tests in vitro et in vivo utilisés pour vérifier I’intérét de cette approche (ie : une amélioration
de la solubilité, stabilité, etc) sont transposables chez I’ Homme afin d’éviter les déconvenues
lors des essais cliniques. La caractérisation d’une prodrogue per os destinée a étre convertie
vers la molécule mere avant d’atteindre la circulation systémique nécessite une évaluation
systématique de la prodrogue (solubilité¢, perméabilité, stabilit¢ chimique, bioconversion,
pharmacocinétique, etc.) et aussi de sa molécule mere (liaison aux protéines, stabilité dans le
sérum, métabolisme, pharmacocinétique, etc.).

La détermination de la solubilité, qui est une étude habituellement simple et banale (77),
peut poser certains problémes lorsqu’il s’agit des prodrogues. En effet, la complexité de cette
¢tude est lie a I’instabilité des prodrogues lors de I’évaluation de la solubilité¢ a 1’équilibre.
Une conversion non négligeable (> 10 %) de la prodrogue (trés soluble) vers la molécule
mere (peu soluble) peut compliquer la lecture des résultats de solubilité.

Dans ces conditions, il est possible d’utiliser la solubilité apparente (solubilit¢ a un
moment donné ou la dégradation de la prodrogue est négligeable). De la méme maniére la

détermination de la perméabilité peut s’avérer compliquée pour les prodrogues (78). La lignée
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cellulaire Caco-2 est la plus utilisée pour déterminer la perméabilité d’un médicament, mais
elle exprime un certain nombre d’estérases et d’enzymes qui peuvent convertir la prodrogue
vers la molécule mere soit du c6té apical soit dans le cytosol. De ce fait, il peut étre nécessaire

d’évaluer la perméabilité de la prodrogue et de la molécule mere (11).

Cependant, le modele de perméabilité Caco-2 peut €tre utilisé pour mieux comprendre la
vitesse et I’étendue de la conversion de la prodrogue. Pour les prodrogues destinées a utiliser
un transporteur spécifique, des modeéles cellulaires exprimant ce ou ces transporteur(s)
d’intérét doivent étre étudiés. L’importance de ces études in vitro a été démontrée lors de
I’évaluation du ciblage des transporteurs intestinaux humains hPEPT1 et LATI1 par les

prodrogues a base d’acides aminés (3, 4, 72).

L’un des principaux problémes que posent les prodrogues réside dans la difficulté de
prévoir les taux de bioconversion de celles-ci in vivo (79). La stabilit¢ chimique et les
mécanismes d’hydrolyse des prodrogues peuvent étre déterminés en utilisant des principes de
cinétique chimique bien connus. Malheureusement, prédire le taux de bioconversion in vivo
en se basant sur des outils in vitro et des modeles animaux reste difficile. La grande diversité
d’hydrolases et les différences inter-espéces rendent I’extrapolation a ’Homme compliquée. Il
est donc important de sélectionner des modeles animaux qui se rapprochent le plus possible
de ’'Homme. De plus, les prodrogues peuvent montrer des variabilités inter-individuelles de
la vitesse de bioconversion, dues a des facteurs comme 1’age, le genre, les éventuelles
pathologies ou états physiologiques différents.

Les acides aminés introduisant un cation (pK, d’un groupement c-amino est autour de
6,8-7,9) ou un anion (pK, d’un groupement acide carboxylique est autour de 3,5-4,3) sur la
molécule mere, cela peut entrainer une solubilité dépendant du pH (Fig. 9) et potentiellement
influencer 1’absorption, ou mener a des interactions avec des médicaments modifiant le pH

gastrique.
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2- Synthese

Tout comme les autres types de prodrogues, celles a base d’acides aminés peuvent poser
un certain nombre de difficultés relatives a leur synthése. La chimie des liaisons entre les
acides aminés et la molécule mere est bien documentée, et les principales difficultés vont
plutét dépendre du nombre et du type de groupements protecteurs requis pour masquer les
groupements actifs de I’acide aminé et de la molécule mére. L’ajout d’un acide aminé a la
molécule mere va généralement générer 2 étapes de synthese supplémentaires. L’ajout de ces
¢tapes de synthése et la protection des groupements fonctionnels peut aboutir a une
augmentation du nombre total d’impuretés et donc une purification plus difficile. Ces étapes
supplémentaires entrainent inévitablement une diminution du rendement de production du
principe actif.

De plus, tous les acides aminés, sauf la glycine, introduisent un stéréocentre a la
prodrogue. Cette derniére peut déja présenter un ou plusieurs stéréocentres, conduisant 2"
stéréoisomeres potentiels, ou n est le nombre de stéréocentres. De la méme maniére qu’avec
les autres prodrogues, I’ajout d’un acide aminé a la molécule mere augmente la masse
moléculaire de celle-ci. Par exemple, la forme chlorhydrate de valine via une liaison ester,
augmente la masse moléculaire de mani¢re non négligeable, pouvant rendre moins facile le
franchissement des membranes.

Il faut donc garder a I’esprit la potentielle augmentation de la dose induite par la part
«non active » de la prodrogue, par rapport a I’augmentation de biodisponibilité qu’elle
apporte. En effet, ’amélioration de la biodisponibilité du principe actif ne doit pas se faire au
prix d’un comprimé qui deviendrait trop imposant pour étre pris par voie orale. La notion de
compromis entre le bénéfice apporté par la prodrogue et les contraintes pratiques qu’elle

implique reste donc essentielle.

3- Analyses

Les prodrogues a base d’acides aminés présentent une variété de challenges quant a la
démarche analytique, notamment lors de 1’analyse quantitative de la prodrogue, de la
molécule mere, des produits de dégradations et métabolites, que ce soit a partir d’un extrait
pur de principe actif, ou d’échantillons issus de sang, d’urines, ou d’autres sources in vitro

(80).
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Il est attendu que la prodrogue et sa molécule mere possédent des propriétés physico-
chimiques bien différentes. Par conséquent, les conditions optimales de chromatographie
liquide (LC) ou de spectrographie de masse (MS) peuvent varier de maniére importante en
fonction du produit dosé. Les chimistes analytiques doivent faire la balance entre le choix
d’une méthode utilisant une seule LC/MS potentiellement suboptimale, et des méthodes
d’analyses séparées, plus chronophages.

Du fait de la présence d’un ou plusieurs stéréocentre(s) au sein des prodrogues a base
d’acides aminés, I’analyse d’un diastéréoisomere peut étre délicate et nécessite dans la plupart
des cas 1’'usage d’HPLC (chromatographie liquide a haute performance) chirale, plus

onéreuse.

De plus, il est important de déterminer la stabilit¢ des prodrogues dans les différentes
matrices utilisées pour 1’analyse, et des protocoles nécessaires doivent étre établis afin de
s’assurer que les prodrogues ne se dégradent pas dans les échantillons et durant ’analyse. Il
est d’autant plus indispensable de déterminer de facon précise la quantité de prodrogue et de
molécule mere, dans la mesure ou ces données peuvent influencer les résultats analytiques et

les modélisations pharmacocinétiques.

4- Formulation et stabilité

Les problématiques de stabilité que posent les prodrogues a base d’acides aminés sont les
mémes que pour les autres types de prodrogues et sont essentiellement dépendantes de la
stabilité chimique de la liaison entre la molécule mére et le groupement « pro». Les
prodrogues doivent avoir une balance positive entre une bonne stabilité chimique nécessaire a
une durée de conservation du médicament satisfaisante, et une conversion rapide vers la
molécule active in vivo.

De ce fait, les prodrogues développées doivent porter une liaison résultant d’un
compromis entre la stabilité pour franchir la membrane et sa rupture permettant de libérer le
principe actif. La plupart des solutions de prodrogues ne sont pas assez stables chimiquement
pour permettre un développement de solutions prétes a 1’emploi pour un usage parentéral ou

oral (par exemple les formes pédiatriques).
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Par conséquent, la plupart des prodrogues destinées a une administration parentérale sont
formulées sous forme de lyophilisats et les formes orales sont formulées sous formes solides
(comprimés ou gélules par exemple).

Concernant ces dernieres, la stabilité¢ des prodrogues peut limiter les choix de formulation.
Ainsi, la granulation humide est généralement évitée pour les molécules hydrolysables.

Cependant, une évaluation minutieuse du meilleur procédé¢ a adopter est nécessaire.

Par exemple, dans le cas de la prodrogue DMP 754, une prodrogue a liaison ester d’un
antagoniste aux récepteurs aux glycoprotéines IIb/Illa, les comprimés et capsules fabriquées
par granulation humide étaient plus stables que ceux obtenus par granulation séche (81). Les
auteurs ont attribué cela a une meilleure distribution de 1’agent tampon, le disodium citrate,

utilisé pour maintenir un pH optimal pour la stabilité de la prodrogue (81).

Les prodrogues a base d’ester d’acides aminés introduisent une fonction amine dans la
molécule. Les amines primaires ou secondaires peuvent subir une réaction de Maillard avec
certains excipients comme le lactose. Les produits de de dégradation suite a la réaction de
Maillard peuvent se réarranger selon la réaction d’Amadori et former une grande diversité de
produits. La réaction de Maillard est catalysée par des bases et ainsi peut étre accéléré si des
agents lubrifiants alcalins sont utilisés.

De ce fait, les excipients tels que le lactose doivent étre évités ou utilisés avec précautions
dans la formulation de prodrogue ester d’acides aminés. Les esters d’acides aminés qui sont
basiques de nature et substantiellement ionisés et soluble au méme pH que des excipients
insolubles et de charges opposées peuvent interagir entre eux. Cette interaction peut
influencer la dissolution du médicament in vitro, mais n’a pas forcément d’impact sur la
biodisponibilité in vivo.

Cela a ét¢ démontré pour I’alaninate de brivanib, qui s’est avéré interagir avec le
croscarmellose sodique (CCS), un agent désintégrant, résultant en une dissolution incompléte
a pH 4,5 (82). Ce phénomene n’a pas ¢été observé avec la crospovidone, un agent désintégrant
non ionique. Bien qu’interagissant in vitro avec le CCS, la biodisponibilité de 1’alaninate de

brivanib n’a pas été modifiée in vivo (82).

La majorité des prodrogues a base d’acides aminés sont de simples esters ou amides,
et par conséquent ne générent pas d’ impuretés réactionnelles telles que le formaldéhyde suite

a une dégradation lors du stockage.
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Par contre les prodrogues a base d’acides aminés contenant une liaison carbamate
peuvent relarguer du formaldéhyde suite a une hydrolyse, lui-méme toxique et qui peut
participer a la formation de produits de dégradations secondaires. Ceux-ci peuvent nécessiter
des études de toxicologie. De plus le formaldéhyde est susceptible d’interagir avec les gélules
par des réactions de réticulation, ce qui risque d’affecter irréversiblement la dissolution de ces

formes (83).

5- Sécurité et toxicologie

L’un des défis majeurs li¢ a I’approche prodrogue, réside dans la toxicité potentielle de la
prodrogue et du vecteur par rapport a la molécule mere (84). Les acides aminés étant les
«blocs de construction » des protéines, ils sont généralement considérés comme sirs (85).
Cependant, il est important de considérer certains cas particuliers d’acides aminés, comme par
exemple la tyrosine, la phénylalanine, ainsi que les acides aminés synthétiques, surtout pour
des médicaments a fortes doses ou destinés a un usage chronique. De la méme manicere, les

acides aminés non naturels doivent étre étudiés afin de vérifier leur innocuité (86).
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IV Conclusion

Comme nous I’avons vu, les prodrogues a base d’acides aminés ont démontré a de
nombreuses reprises leur intérét en thérapeutique humaine, notamment par leur capacité a
améliorer la solubilité et la perméabilité de médicaments en vue d’une administration orale.
Plus récemment, elles ont été utilisées avec succes pour obtenir des formes a libération
prolongée, a usage parentérale ou encore présentant une meilleure stabilité métabolique. L’un
des aspects les plus prometteurs reste sans doute la possibilit¢ d’amélioration du ciblage

thérapeutique de cette démarche.

En effet, avec une incidence des cancers en forte augmentation ces derniéres
décennies, 1’amélioration du ciblage thérapeutique par les prodrogues a base d’acides aminés
présente un intérét tout particulier. Non seulement cela permet une meilleure efficacité des
traitements, mais également en ciblant mieux les cellules cancéreuses, I’on tend a diminuer les

risques d’effets indésirables.

Cependant, le développement de ces prodrogues n’est pas exempt de problémes a
résoudre, tant du point de vue de la synthése, de ’analyse et de la formulation que de la
sécurité clinique. Mais si ces difficultés sont levées, alors cette démarche offre un potentiel en

thérapeutique humaine formidable.
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Résumé :

Les prodrogues sont des médicaments inactifs qui suite a une
transformation in vivo libérent une molécule active pouvant ainsi jouer
son rdle thérapeutique. Cette approche est de plus en plus utilisée pour
améliorer les propriétés physico-chimiques ou pharmacologiques de
principes actifs.

Cependant, elle peut ¢galement modifier la distribution tissulaire,
I’efficacité ou la toxicité du principe actif, et a ce titre, cette approche doit
étre considérée relativement tot dans le développement du médicament.
De ce point de vue, les acides aminés d’origine naturelle ou de synthése
offre une grande diversit¢ de structures et de propriétés physico-
chimiques.

Ce travail a pour objectif de faire un point sur les applications dé¢ja
¢tudices des acides aminés en tant que vecteurs de prodrogues. Le but de
cette stratégie étant d’améliorer la solubilité, la perméabilité, de
développer une libération prolongée, une administration parentérale, et de
permettre un meilleur ciblage thérapeutique ainsi qu’une meilleure
stabilité métabolique.

Sont abordés également les aspects techniques et pratiques que cette

démarche souléve.

Mots clés :

Prodrogues, acides aminés, vecteurs, solubilité, stabilité, libération

prolongée, ciblage, administration parentérale, formulation.



