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Contexte Général de la These

Cette thése a été effectuée dans le cadre d’un Consortium Régional nommé MiBioGate
porté par le Docteur Michel Neunlist et piloté par Carine Gimbert. La these est le fruit d’'un
travail dirigé par le Docteur Axelle Renodon-Corniére (CRCINA) et co-encadré par le Docteur
Maxime Mahé (TENS), permettant la collaboration des deux laboratoires de recherche
INSERM UMR 1232 CRCINA et UMR 1235 TENS. Ce travail a été réalisé a I’Université de Nantes,
dans 2 équipes différentes du CRCINA. D’une part dans I'équipe 13 « oncologie nucléaire » a
I'Institut de Recherche en Santé (IRS-UN) et d’autre part dans I'équipe 9 « apoptose et
progression tumorale » au Laboratoire de Biologie des Cancers et de Théranostic (LabCT) situé
sur le site René Gauducheau de I'Institut de cancérologie de I'Ouest (ICO). C’'est suite a un
changement de laboratoire en cours de ma thése que la thématique a évolué, passant de
I’étude de I'administration orale d’une protéine alternative aux anticorps a I’évaluation des

effets d’herbicides sur la barriére intestinale.

Les figures ont été réalisées avec la licence BioRender.
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Liste des abréviations

A

AA Acides Aminés

AcM Anticorps Monoclonaux

ADCC Cytotoxicité a médiation Cellulaire Dépendante des Anticorps
ADN Adenosine Diphosphate

ADEME Agence de I'environnement et de la maitrise de |'énergie
AFA Association Frangois Aupetit

ALCL Alachlore

AMPA Acide amino-méthyl-phosphonique

ANSES Agence nationale de sécurité sanitaire de I'alimentation, de I'environnement et du travail
ARS Agence Régionale de santé

ATP Adénosine Triphosphate

Atz Atrazine

B

BCA Acide bicinchoninique

BHE Barriere Hémato Encéphalique

BSA Sérum de veau fecetal (Bovin serum albumine)

C

CA Cocktail: Atz + DEA + DIA + DEDIA

Caco-2 Cellules d’adénocarcinome de c6lon humain

CCK Cholécystokinine

CCR Cancer Colorectal

CcD Dichroisme Circulaire (Circular Dichroism)

CDR Région Déterminant la Complémentarité

CIRC Centre International de Recherche sur le Cancer

CL Claudine

CL50 Concentration Létale 50

M Cocktail : Mtc + ESA + OXA

Crb Crumb

CRCINA Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes Angers
csl Cellules Souches Intestinales

CcT Cocktail total: Mtc + ESA + OXA + Atz + DEA + DIA + DEDIA
D

Da Daltons

DAPI 4'-6-diamidino-2-phénylindole dihydrochloride

DEA Déséthyl-Atrazine

DEDIA Déséthyl-Déisopropyl-Atrazine

DGM Modele Gastrique Dynamique

DIA Désisopropyl-Atrazine

DOL Degrés de marquage

DTT Dichlorodiphényltrichloroéthane

E

E-cad E-cadhérine

ECS Cellules Souches Embryonnaires

EDCH Eaux destinées a la consommation humaine

ELISA Test immuno-enzymatique (« Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay »)

Em Emission



EMA Agence Européenne des Médicaments

EPA Agence de protection environnementale
EpCAM Molécule d’Adhésion des Cellules Epitheliales
ESA Acide Ethane-Sulfonique du métolachlore

Ex Excitation

F,G

FaSSGF Milieu synthétique gastrique a jeun

FaSSIF Milieu synthétique intestinal a jeun

FDA Agence américaine des produits alimentaires et médicamenteux
FeSSIF Milieu synthétique intestinal post-prandiale
FeSSGF Milieu synthétique gastrique post-prandiale
FITC Isothiocyanate Fluorescéine

H

HCI Acide Chlorhydrique

HGS Modele de Simulation Gastrique humaine
HIEC Cellules Epithéliales Intestinales Humaines
HRP Horse Radish Peroxydase

HSF Facteur de transcription de choc thermique
HT-29-MTX Cellules d’adénocarcinome de c6lon humain activées au méthotrexate
HyA 2-Hydroxyatrazine

(]

IL Interleurkine

Ig Immunoglobuline

iPCS Induction des Cellules Souches Pluripotentes
JA Jonction Adhérente

JAM Molécules Jonctionnelles d’Adhésion

KL

LC Chromatographie Liquide

LPL Lipoprotéine lipase

LPS lipopolysaccharide

LY Lucifer Yellow

M, N

MAPK Protéines kinases activées par les mitogenes
MDCK Cellules de rein canin Madin-Darby

Mdeg Millidegrés

MICI Maladie Inflammatoire Chronique de I'Intestin
MUC Mucine

MS Spectrométrie de Masse

Mtc Métolachlore

MTT Méthyle Thiazol Tetrazolium

Nb Nanobodies



OCLN Occludine

OMS Organisation Mondiale de la Santé
OPD O-Phenylenediamine Dihydrochloride
OXA Acide OXanilique du métolachlore
P,Q,R

PBS Tampon Phosphate Salin

POA Procédés d’Oxydation Avancée

PFA Paraformaldéhyde
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INTRODUCTION

INTRODUCTION GENERALE

En biologie humaine, le concept de barriere a été appliqué pour des systémes biologiques
présentant plusieurs mécanismes de protection pour lutter contre les agressions extérieures :
barriére cutanée, intestinale, pulmonaire, hémato-encéphalique, hépatique, etc. Lorsque ces
barriéres sont altérées elles peuvent étre a I’origine de pathologies graves ou invalidantes. Les
maladies touchant la barriere intestinale sont le plus souvent chroniques comme la maladie
de Crohn, les rectocolites hémorragiques, les syndromes de I'intestin irritable ou les cancers
colorectaux. D’aprés l'association Francois Aupetit (AFA), chaque année, 10 millions de
personnes sont touchées de maladies inflammatoires chroniques de l'intestin a travers le
monde. L’identification précise des facteurs a I’origine d’une atteinte de la barriere intestinale

reste irrésolue.

La notion d’exposome a émergé pour faire apparaitre la complexité des facteurs
environnementaux, en opposition aux facteurs génétiques, qui nous entourent. Cet exposome
s’'intéresse a la fois aux xénobiotiques (médicaments, polluants, etc.) ; aux éléments socio-
environnementaux (niveau de vie, cadre urbain, etc.)et aux micro-organismes (virus,
champignons, bactéries ou microbiotes d’organes). L’utilisation que nous faisons des
xénobiotiques conduit a des rejets récurrents dans I'environnement. Certaines molécules
telles que les pesticides, métaux lourds ou encore gaz chimiques se retrouvent dans l'air que
nous respirons, I’eau que nous buvons ou les aliments que nous consommons. De plus, de
nouvelles molécules sont mises sur le marché chaque jour. Que les molécules soient ingérées
volontairement sous forme de traitement ou inconsciemment sous forme de résidus présents
dans notre environnement, le challenge est alors de connaitre leurs effets sur la santé a I'aide
des méthodes les plus robustes et prédictives possibles. Alors que I'utilisation des animaux a
longtemps été la référence pour étudier les effets toxicologiques des biomolécules,
I’'avénement du principe des 3R (Réduire, Raffiner et Remplacer) en 1959 avec Russel et Burch,
favorise a présent les méthodes substitutives a I'expérimentation animale. L’évolution
constante des modeles biologiques, et de la bio-informatique associée a I'essor des outils

d’analyse plus performants offrent des perspectives prometteuses.
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La question est alors de connaitre les interactions de ces molécules, une fois assimilées,
avec la barriere intestinale. Dans le cas des médicaments, nous savons que les molécules
thérapeutiques doivent passer intactes et en quantité maximale au travers des barriéres
biologiques. Contrairement a une administration par injection intraveineuse, I'administration
des molécules thérapeutiques par voie orale fait face a des contraintes biologiques qui
affectent leur structure et leurs fonctions biochimiques. Dans le cas des polluants, nous
souhaitons au contraire que l'interaction avec la barriére intestinale se fasse sans induire de

modification délétere pour I'organisme.

Objectif général — L'objectif principal de ce travail est d’étudier les barriéres biologiques sous
le prisme des interactions avec les xénobiotiques. En combinant plusieurs méthodes
expérimentales alternatives a I'utilisation des animaux, nous avons cherché a évaluer les effets
de plusieurs molécules vis-a-vis des barrieres biologiques qu’elles rencontrent. Parmi les
xénobiotiques étudiés nous avons choisi 1) une protéine a visée thérapeutique et
diagnostiqgue nommée affitine qui pourrait étre administrée par voie orale et qui par
conséquent circulerait dans le tractus gastro-intestinal 2) des molécules chimiques aux
propriétés phytosanitaires (herbicides) retrouvées dans I'eau de boisson destinée a la
consommation humaine et qui, par conséquent circulent, elles aussi dans le tractus gastro-

intestinal.

Plan d’étude — Ce manuscrit est organisé en quatre parties. La premiére partie consiste en
une revue bibliographique détaillant les éléments abordés précédemment. Cette partie
combine par chapitre les notions de barriéres biologiques, de xénobiotiques et de modeéles
expérimentaux. Elle permettra de résumer et de rappeler les grandes lignes indispensables a
la compréhension des différents travaux réalisés et exposés dans les parties suivantes. La
deuxiéme partie décrira le matériel et les méthodes employés pour la réalisation des études
expérimentales. La troisieme partie, organisée en deux chapitres, permet de distinguer les
résultats spécifiques aux deux xénobiotiques étudiés, et de discuter les principaux points
soulevés dans ce manuscrit en regard de la littérature. La quatrieme et derniére partie
reprendra les résultats importants et conclura sur les méthodes de routines a mettre en place
pour étudier les effets de xénobiotiques sur la barriere intestinale. Les perspectives qui

découlent du projet de these seront également abordées.
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Les Xénobiotiques représentent toutes les substances au sein d’un organisme vivant qui
lui sont étrangeres : ils ne sont ni produits par I'organisme lui-méme, ni contenus dans son
alimentation. Le xénobiotique peut alors intervenir dans les processus biologiques d’un
individu et conduire a une action sur I'organisme vivant qui le contient. Par exemple, en
prenant un paracétamol pour soigner son mal de téte, un individu va sciemment prendre un
xénobiotique pour que ce dernier agisse et produise un effet antalgique. Il en va de méme
lorsque ce méme individu boit une gorgée d’eau provenant d’une riviere. Des xénobiotiques
dont il n’a pas connaissance vont entrer dans son organisme et vont pouvoir agir sur différents
parametres physiologiques. Le devenir d’'un médicament est un processus bien connu, si I'on

considere que tous les xénobiotiques suivent le méme schéma, comment circulent-ils ?

Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme
Le corps humain peut étre apparenté a une succession de compartiments avec des

organisations et fonctions distinctes. Chaque compartiment est délimité par une barriere

biologique qui sert d’interface d’échange avec le milieu extérieur et favorise la protection des

organes.

1. Suivi du devenir d’un xénobiotique

1.1. L’absorption

Tous les médicaments destinés a avoir une action sur l'organisme passent dans la
circulation sanguine. En revanche, tous les médicaments ne rentrent pas dans I’organisme par
la méme voie (Figure 1). Il en va de méme pour les xénobiotiques. La premiére étape du
devenir d’'un xénobiotique passe par I’Absorption. Il s’agit du processus par lequel le
médicament passe du site d’administration a la circulation générale. Les voies d’entrée pour
les xénobiotiques sont nombreuses, les plus courantes sont liées a nos besoins vitaux avec la
respiration (la voie d’inhalation) et I'alimentation (la voie orale aussi appelée digestive ou la
voie sublinguale). D’autres peuvent étre accidentelles lors de lésions (voie cutanée, sous-
cutanée, musculaire) ou provoquées (voie rectale, voie parentérale). A chaque voie d’entrée

correspond un compartiment.
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Figure 1. Les différentes voies d'entrée des xénobiotiques

Le compartiment buccal est le lieu de 2 voies d’entrée potentielles : la voie digestive ou
orale et la voie sublinguale. Contrairement a la voie orale qui présente une grande surface
d’absorption, la voie sublinguale offre une absorption limitée mais cependant tres rapide (N.
R. Mathias et Hussain 2010). Une fois la paroi capillaire franchie, les xénobiotiques rejoignent
directement la circulation générale. Dans le compartiment stomacal, le xénobiotique peut
d’ores et déja traverser la paroi de I'estomac pour rejoindre la circulation sanguine. Il peut
aussi poursuivre son chemin dans I'intestin et/ou étre dirigé via la veine porte hépatique vers
le foie (Lowes et al. 2010). Dans le cas d’'un passage par la veine porte hépatique, le
xénobiotique, avant d’étre distribué dans tout le corps pour y exercer son action, va passer
par le foie et peut y étre en partie transformé voire éliminé : il s’agit de I'effet de « premier

passage hépatique ».

La voie parentérale regroupe toutes les injections (intraveineuse, intramusculaire ou
sous-cutanée). Dans ce cas, le xénobiotique atteint la circulation sanguine directement et se
répartit, sans subir I'effet de premier passage hépatique. La biodisponibilité du xénobiotique
dépend de la vitesse d’action et/ou la quantité qui agit (ou les deux) (Hart, Barber, et Calvey
1975). L'absorption sera plus ou moins compléete et plus ou moins rapide en fonction de ses
propriétés physico-chimiques, car le xénobiotique peut trés bien emprunter plusieurs voies

pour rejoindre la circulation générale.
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1.2. La distribution

La distribution est la deuxieme étape et correspond au processus de répartition du
xénobiotique dans I'ensemble des tissus et des organes par le sang. Il est nécessaire de
distinguer la phase plasmatique de la phase tissulaire (Dionigi et al. 2020) (Bjorkman 2002).
Les hématies et les protéines circulantes (albumines, globulines, lipoprotéines) constituent le
moyen de transport adéquat puisqu’il est possible de s’y fixer. Le xénobiotique, alors sous
forme libre ou lié aux protéines, est en phase plasmatique. La fixation est a la fois variable
d’un xénobiotique a I'autre, mais également réversible (Lapicque et al. 1986). La forme libre
peut se diffuser a travers les barriéres d’organes pour étre métabolisée/éliminée. La forme
liée, ne pouvant pas traverser les membranes, continue de circuler et peut agir comme

réserve.

Plusieurs facteurs influencent la distribution et la diffusion du xénobiotique dans
I'organisme. Les caractéristiques physico-chimiques du xénobiotique, et donc sa capacité a
franchir les membranes vasculaires et cellulaires, vont jouer sur la biodisponibilité (Gleeson,
Ryan, et Brayden 2016). L’état de santé de I'individu est un facteur important, en effet, I'age,
les pathologies préexistantes, I'irrigation des organes ou tissus et le débit sanguin vont faciliter

la distribution des xénobiotiques dans la phase tissulaire.

C’est lors de I'étape de diffusion que I’'on va pouvoir apprécier I'effet du xénobiotique. Cet
effet est directement lié a sa capacité de liaison avec une cible ou un site d’action. Les sites
d’actions sont multiples, si 'on reprend I'exemple des médicaments, nous retrouvons les
récepteurs cellulaires ou nucléaires, les enzymes ou les protéines de transport qui permettent
le transport des ions et de petites molécules a travers les membranes des cellules comme les
pompes a protons, les agents pathogénes (virus, bactéries, champignons) (Gashaw et al.
2011). Le xénobiotique peut également intervenir par son interaction physico-chimique avec

I’environnement du compartiment.

1.3. La métabolisation

La biotransformation du xénobiotique conduit a sa dégradation progressive. La succession
de réactions ou I'effet de métabolisation du xénobiotique a lieu principalement au niveau du

foie et secondairement au niveau des reins et poumons. Il s’agit le plus souvent de réactions
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enzymatiques conduisant a la formation d’une ou plusieurs entités appelées « métabolites »
(Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova 2010). A leur tour, ces métabolites peuvent étre
actifs, inactifs ou toxiques et donc conduire a des effets sur des cibles d’action. Le métabolisme
s'effectue en deux phases. Une premiere phase regroupant un ensemble de réactions
d’oxydation/réduction, de réactions chimiques d’hydroxylation par le cytochrome P450
(CyP450) et une seconde phase de conjugaison qui rend hydrosolubles les métabolites

facilitant de cette maniere leur élimination dans les urines ou la bile (Hao Sun et Scott 2010).

L'efficacité d’'un médicament et la toxicité de celui-ci dépendent souvent des CyP450
présents dans l'organisme. Il existe des centaines de cytochromes. Les isoenzymes comme
CYP1A2 qui biotransforment la caféine, la théophylline, le paracétamol, se distinguent des
cytochromes tels que CYP2C9 qui, eux, biotransforment les anti-inflammatoires non
stéroidiens, les anticoagulants et les hypertenseurs (Danielson 2002). Une variabilité de cette

métabolisation existe entre les individus et chez un méme individu au cours du temps.

1.4. L’élimination

La derniére étape du devenir du xénobiotique est I’élimination. Elle peut intervenir
rapidement en quelques heures ou prendre beaucoup de temps. La finalité est I'élimination
du xénobiotique de facon définitive de l'organisme par les urines ou d’autres voies
secondaires comme la voie rénale, biliaire ou dans I'air expiré (Hosey, Broccatelli, et Benet
2014) (Bonate, Reith, et Weir 1998; Ibrahim et Garcia-Contreras 2013). D’autres voies
d’excrétion sont possibles comme I’élimination dans le lait maternel ou la salive (Ito et Lee

2003).

Le phénomene d’élimination du xénobiotique soit sous forme inchangée soit sous forme
de métabolite (inactif, actif ou toxique) aprés biotransformation est irréversible et tres
important pour éviter tout risque d’accumulation. Le manque d’excrétion d’un xénobiotique
peut conduire a des effets toxiques au niveau hépatique ou rénal (Jones et al. 1993) (Pessayre

et Benhamou 1979).
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2. Le systeme digestif

Le systéeme digestif est le systeme de régulation directement au contact de notre
environnement. Aussi les xénobiotiques, comme nous venons de le voir dans la premiere
partie, vont entrer dans notre organisme et suivre divers circuits et modifications dans le but
d’étre éliminés. Dans cette partie, nous allons découvrir comment les xénobiotiques, une fois
dans notre organisme, vont étre modifiés par un des systéemes impliquant le plus grand

nombre d’organes : le systeme digestif.

2.1. Les fonctions du systeme digestif

Le systeme digestif est constitué de plusieurs organes principaux allant de la bouche au
rectum (pharynx, cesophage, estomac, duodénum, jéjunum, iléon, appendice, cdlon, rectum)
et d’organes annexes au tube digestif, tels que les glandes salivaires, les dents, la langue, le

foie, le pancréas ou la vésicule biliaire.

Les fonctions de ce systéme sont plurielles. Le systeme digestif intervient dans I'ingestion,
la transformation et le transfert des aliments, médicaments ou toute substance dégradable.
L'ingestion est le processus de dégradation qui facilite la séparation des résidus non
digestibles par I'organisme facilitant de ce fait I'absorption vers le sang. Le processus de
transformation peut étre mécanique avec la mastication ou bien chimique grace a la
solubilisation de grosses molécules (Koppel, Maini Rekdal, et Balskus 2017). La digestion
chimigue conduit a la dégradation des lipides en acides gras, des glucides en unités
monosaccharidiques et des protéines en acides aminés (AA) sous l'action d’enzymes de

dégradation contenues dans la salive.

Le premier compartiment intervenant dans le systeme de digestion est la cavité buccale.
Ce lieu de mastication permet le mélange du bol alimentaire aux amylases contenues dans la
salive (Chauncey 1961). L’action des enzymes salivaires provoque dans un premier temps la
dégradation de I'amidon et des glucides complexes en sous unités oligosaccharidiques (3 a 10

unités monosaccharidiques) ou disaccharidiques (lactose, maltose, sucrose).

Le second compartiment correspond a I'estomac. D’une taille pouvant accueillir de 50 mL
lorsqu’il est vide a 1 L chez 'Homme, il est composé de 3 couches musculaires fortement

vascularisées. Il a pour role le stockage des aliments et le broyage du bol alimentaire par
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I’action conjointe des sucs gastriques et du pH acide. De puissantes contractions rythmiques
et ondulantes autrement appelées péristaltisme produisent le chyme qui est évacué dans le
duodénum par ouverture intermittente du pylore lors de la vidange gastrique (Lentle et
de Loubens 2015). Lorsque le duodénum est rempli, un ralentissement de I’activité gastrique
est opéré pour éviter une surcharge de l'intestin. L’estomac produit la gastrine, une hormone
qui permet I'augmentation de la production d’acide chlorhydrique (HCI) qui tue la plupart des
micro-organismes ingérés avec les aliments (Schubert et Rehfeld 2019). L’'estomac sécrete
également de la pepsine, une enzyme active a pH acide responsable de la dégradation des
protéines en gros polypeptides (Schilling et al. 2018). Une modulation de la motricité
stomacale s’effectue par une hormone gastro-intestinale : la motiline (Al-Missri et Jialal 2021).
Ce polypeptide est sécrété par les cellules entérochromaffines et les cellules M de la
mugqueuse du duodénum (Diwakarla et al. 2017).. Lorsque le pH est basique, I’hormone inhibe
la motricité de I'estomac alors qu’a l'inverse, elle a une action de stimulation lorsque le pH est

acide. Elle jouerait un role de régulation entre deux repas.

Le troisieme compartiment fait intervenir l'intestin gréle qui est composé du duodénum
sur les 25 a 30 premiers centimeétres puis du jéjunum et enfin de l'iléon. Il s’agit du lieu
d’absorption privilégié des nutriments (AA, acides gras et glucides) grace a |'organisation en
plis, villosités et microvillosités qui augmente considérablement la surface d’échange (environ
200 a 250 m?) (Winne 1989). Le chyme nouvellement entré dans le duodénum va étre une

nouvelle fois dégradé par 'action de nombreuses enzymes (Figure 2).

Les enzymes des microvillosités (dextrinase, glucoamylase, lactase, maltase et sucrase)
vont dégrader les disaccharides en monosaccharides (glucose, galactose, fructose) (Danielsen,
Cowell, et Poulsen 1983). Les enzymes produites par le pancréas et déversées dans l'intestin
gréle par le canal cholédoque au niveau du duodénum telles que la trypsine, chymotrypsine
et carboxypeptidase vont dégrader les gros polypeptides en petits polypeptides ou peptides
(Goldberg et Wormsley 1970). L’action des enzymes aminopeptidases, carboxypeptidases et
dipeptidases provenant cette fois-ci des microvillosités vont dégrader les peptides en AA. Les
graisses vont, dans un premier temps, étre émulsionnées par l'action des sels biliaires
provenant du foie, puis étre transformées en monoglycérides et acides gras ou glycérol et

acides gras par la lipase pancréatique (Simmonds, Redgrave, et Willix 1968).
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Figure 2. Processus de dégradation des nutriments dans le systeme digestif

Les éléments monosaccharidiques, les AA et les acides gras a chalnes courtes pénétrent
dans les capillaires des villosités intestinales et entrent dans le foie par la veine porte. Les
acides gras a chaines longues, quant a eux, pénetrent dans les vaisseaux chyliferes des
villosités intestinales et sont transportés dans la lymphe vers la circulation systémique (Dixon,

Raghunathan, et Swartz 2009).

Au cours de I'avancée du chyme, un liquide alcalin riche en chylomicrons et triglycérides
est produit lors de la digestion dans l'intestin gréle (Hall, Murthy, et Wyrick 1986). La
progression est lente et facilitée par les fibres (cellulose). Lorsqu’il ne reste presque plus de
nutriments a absorber, le chyme arrive au dernier compartiment, le colon. Il n’y a pas
d’enzyme digestive a ce stade et des bactéries de fermentation (nous détaillerons plus loin
I'importance de ces bactéries) vont libérer des gaz et synthétiser la vitamine K, vitamine qui
pourra alors étre absorbée avec I'eau contenue dans le chyme (LeBlanc et al. 2013). La matiere

résiduelle non digérée et solide donnera ainsi les feces.

Adossés a ces 4 compartiments principaux, d’autres organes arrivent en soutien comme
le pancréas, la vésicule biliaire et le foie. L'arrivée du chyme dans le duodénum provoque la

libération de la sécrétine et de la cholécystokinine (CCK) par les cellules endocrines de la paroi

10



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme

du duodénum (Schaffalitzky de Muckadell et al. 1986). La CCK et la sécrétine pénétrent alors
dans la circulation sanguine. La CCK contenue dans le sang, en atteignant le pancréas,
déclenche la sécrétion de suc pancréatique riche en enzymes tandis que la sécrétine induit
une abondante sécrétion de suc pancréatique riche en ions bicarbonates. Enfin la sécrétine
stimule la sécrétion de la bile par le foie et la CCK agit sur la vésicule biliaire lui faisant libérer

la bile qu’elle a emmagasinée (Koop 1990).

La vésicule biliaire est un sac musculeux qui stocke la bile produite par le foie. Le canal
cholédoque fait la jonction entre la vésicule et le duodénum permettant la sécrétion de la bile.
Un systéme de recyclage est mis en place pour réabsorber les sels biliaires dans I'iléon avant
de rejoindre le foie (Deng et Bae 2020). Le pancréas dans ce systéme a une fonction exocrine,
en effet, il produit les sucs pancréatiques nécessaires a la digestion des protéines, des glucides
et de I'amidon (Beaudoin, St-Jean, et Grondin 1989). Il effectue également un contréle

hormonal avec la gastrine.

Chaque processus de la digestion est médié par le controle du systeme nerveux entérique
(SNE). Ce systeme spécifique au tube digestif appartient également au systéme nerveux
autonome (SNA) responsable de I'ensemble des fonctions involontaires de 'organisme. Par
exemple dans le cas d’une activité intense de I'organisme, le SNE est inhibé afin de diminuer
fortement les fonctions de digestion consommatrices d’énergie et non essentielles. Or, La
digestion ne pouvant se stopper totalement sans entrainer des complications pathologiques,

le SNE est capable de maintenir les fonctions de motilité et de sécrétion.

Cette capacité est donnée par une innervation intrinséque, localisée dans les parois
musculaires du tube digestif, reliée par une innervation extrinséque au systéme nerveux
central. La composante intrinséque s’organise en deux plexus, le plexus de Meissner ou sous-
muqueux et le plexus Auerbach ou myentérique (Annexe I). Du point de vue de la digestion,
ces plexus régulent la production de sécrétions (hormones, électrolytes) et la motilité du tube
digestif en agissant sur la segmentation et sur le péristaltisme (S. Schneider, Wright, et

Heuckeroth 2019; Gonkowski et Rytel 2019).

Pour ces deux plexus, des neurones de types sensitifs, moteurs et des interneurones sont
retrouvés (Vergnolle et Cirillo 2018). L’innervation extrinséque représente I'ensemble des

projections nerveuses vers I'estomac et l'intestin (Uesaka et al. 2016). De fagcon schématique
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un premier neurone va s’articuler avec un deuxieme neurone situé dans un des plexus (Costa
2004). Linnervation extrinséque est responsable de la diminution de la distension et de
I’étirement du tube digestif. Une revue intéressante détaille le fonctionnement de ces

innervations (Furness 2000).

Le tube digestif participe également a la production de neuromédiateurs (noradrénaline,
neuropeptine, acétylcholine, GABA, sérotonine, dopamine, VIP) (Auteri, Zizzo, et Serio 2015).
Cette production est parfois méme majoritairement réalisée par l'intestin, c’est notamment

le cas de la sérotonine avec une production de 85 % (Sjolund et al. 1983).

Les neurones qui tapissent notre tube digestif naissent de la méme zone embryonnaire
gue les neurones du systeme nerveux central. Au cours de la gestation, les cellules de la créte
neurale migrent pour atteindre les différentes parties du tube digestif que nous avons vu, lui-
méme en cours de formation (Brokhman et al. 2019). Dés la sixieme semaine embryonnaire,
les premiers mouvements intestinaux se produisent. Avec plus 500 millions de neurones dans
I'intestin, ce qui représente une quantité plus importante que le systeme nerveux central,

I'intestin a gagné le titre de deuxiéme cerveau.

2.2. Le microbiote intestinal

Le tube digestif abrite 2 a 10 fois plus de micro-organismes que le nombre de cellules
constituant notre corps. Cet ensemble de bactéries, virus, levures, bactériophages et
champignons non pathogenes représentent notre microbiote intestinal (ou flore intestinale).
Cette flore, n’étant pas pathogene, a longtemps été considérée comme n’ayant pas de
fonction véritable. Pourtant, alors que notre organisme posséde un systéme immunitaire
performant pour lutter contre les bactéries responsables de maladies, il reste tolérant a

I’égard de ce microbiote en vivant en harmonie avec celui-ci.
2.2.1. Leréle du microbiote intestinal dans le systéme digestif

Le role du microbiote reste encore a I’'étude. Nous savons qu’il représente un organe a
part entiére tant ses fonctions sont nombreuses: barriere protectrice contre des
xénobiotiques a potentiel pathogene, il intervient dans les processus métaboliques et posséde

une fonction structurale (Figure 3).
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Fonction structurale_ le microbiote intestinal normal influence de nombreux aspects
physiologiques chez I'h6te sain, notamment au niveau du développement neuronal (Catron et
al. 2019), sur le systéme immunitaire (Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan 2016), sur le
tractus gastro-intestinal (A. Ali, Tan, et Kaiko 2020), la régénération tissulaire, la carcinogenése
(Wong et Yu 2019), I'hnoméostasie osseuse, le métabolisme et le comportement (Sommer et
Backhed 2013). Le microbiote participe au renouvellement cellulaire de la barriere intestinale
et a la production de mucus (Paone et Cani 2020). La maturation du tractus gastro-intestinal
est induite par de nombreux facteurs et I'un d'entre eux est le microbiote intestinal (C. L.
Wagner, Taylor, et Johnson 2008). Le microbiote contribue a l'intégrité de la barriere de
I'épithélium intestinal par le maintien des jonctions intercellulaires. Il joue un réle important
dans la régulation des protéines de jonctions. Certaines souches vivantes d’Escherichia coli
Nisseria et d’Escherichia coli Nissle ont montré une modification de I'expression des protéines
des jonctions serrées. En augmentant la production de Zonula Occludens (ZO), le microbiote
favorise I'augmentation de la résistance transépithéliale (Lutgendorff, Akkermans, et
Séderholm 2008). Il a été également démontré que B. thetaiotaomicron induit I'expression de
SPRR2A, une protéine importante pour la membrane plasmique et le maintien des

desmosomes (Hooper et al. 2001).

Fonction du microbiote Distribution du microbiote
Structurale Estomac

(pH 1-2)

- Maturation du tractus gastro-intestinal aérobie gy _+<10° CFU/mL

- Homéostasie de la barriére intestinale Lactobacillus, Streptococcus, Helicobacter

- Maintien de l'intégrité de la barriére pylori

- Production de mucus Petit intestin: duodénum, jejunum
(pH 5,7-6,4)

Y ..1<10%10* CFU/mL
=2 | Lactobacilli, Enterococci, Streptococci,

Protection ! :
Actinobacteria

- Consolide la barriere physique
- Modulation du systéme immunitaire
- Sécrétion de composés antimicrobiens

Petit intestin: illéum
(PH 7.3-7,7)
_.4<107-10°CFU/mL
Enteroccocus, Lactobacillus, Clostridium,
Corynebacteria, Bacteroidetes

Gros intestin: Caecum, célon
(pH 5,5-6,8)
7=-4<10'%-10">CFU/mL
Clostridium, Prevotella, Portphyromonas,
. . Eubacterium, Ruminococcus,
- Production des acides gras Streptococcus, Enterococcus,
-Transformation des acides biliaires Lactobacillus, Fusobacteria, Bacteroidetes

Métabolique

- Biosynthése de vitamines, acides aminés
- Fermentation des fibres alimentaires

anaérobie

Figure 3. Distribution et fonctions du microbiote intestinal dans les différentes parties du
tractus digestif. Figure inspirée de Adak et Khan 2019.
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Fonction protectrice_ Le microbiote intestinal fournit également a son héte une barriere
physique aux pathogénes entrants. La diversité des bactéries évite la prédominance d'une
seule espéce bactérienne ou la colonisation du tube digestif par d'autres micro-organismes
qui seraient pathogenes par exclusion compétitive. Il stimule également I'hote a produire
divers composés antimicrobiens. Les cellules épithéliales de [lintestin possédent des
récepteurs spécifiques aux molécules produites par les bactéries. Un dialogue cellulaire se met
en place lors de la fixation de ces molécules sur le récepteur pouvant entrainer des réactions
inflammatoires en réponse aux signaux émis par certains groupes de bactéries. Le microbiote

joue alors un role actif dans la fonction immunitaire (Sekirov et al. 2010).

Fonction métabolique _ Le microbiote synthétise également des acides gras, absorbés par la
suite dans notre intestin gréle. De nombreuses especes bactériennes ont été impliquées dans
le métabolisme des fibres alimentaires en acides gras saturés, qui représentent une partie
importante de la source d'énergie humaine. La production du butyrate, par exemple, est a la
fois une source d'énergie pour I'h6te, mais elle prévient également de I'accumulation de sous-

produits métaboliques potentiellement toxiques comme le D-lactate (Bourriaud et al. 2005).

Un autre exemple de l'implication du microbiote dans la fonction métabolique est
I'inhibition de la lipoprotéine lipase (LPL). Le microbiote intestinal module I'augmentation de
I'activité de la LPL dans les tissus adipeux favorisant I'absorption accrue d'acides gras dans les
adipocytes (Backhed et al. 2004). Enfin, la métabolisation des fibres par les bactéries
fermentatrices, participant de ce fait a la transformation des nutriments lors de la digestion,
s’accompagne d’émissions de méthane et autres gaz renforgant I'environnement faible en

oxygeéne du cblon (Gerasimidis et al. 2020).

Le microbiote intestinal est présent de I'cesophage jusqu’au célon. Cependant, il difféere
en fonction de sa localisation dans le tube digestif. L'estomac et I'cesophage en conditions
physiologiques sont relativement stériles a cause de leurs pH acides. Le duodénum et le
jéjunum comprennent essentiellement des bactéries aérobies ou anaérobies facultatives.
L’iléon contient de facon prédominante des bactéries anaérobies tandis que le c6lon posséde

des bactéries anaérobies strictes.
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2.2.2. Ledialogue entre I’héte et le microbiote

Les recherches pour comprendre la composition, les fonctions et mécanismes
d’interaction de ce microbiote avec I'Homme sont grandissantes. Outre la flore intestinale,
nous avons découvert que d’autres organes étaient colonisés par des micro-organismes vivant
en symbiose avec ces derniers. Nous parlons de microbiotes cutanés, vaginaux, oropharyngés,
pulmonaires et intestinaux (Di Domenico et al. 2019) (Smith et Ravel 2017) (Dickson et al.
2016). Les muqueuses digestives et respiratoires sont physiologiquement colonisées par
environ 100 trillions de bactéries et par un plus petit nombre de champignons, d'archées et
de virus (Lynch et Pedersen 2016), (Nishida et al. 2018). C’est pourquoi nous détaillerons plus

particulierement le role et les fonctions des bactéries dans ce microbiote.

Les interactions entre le microbiote intestinal et I’'h6te ne sont pas liées au hasard.
Plusieurs mécanismes d’interaction existent tels que la symbiose, I'antagonisme, I’exclusion
compétitive ou encore le biofilm (Marsh et Zaura 2017). Toute association entre deux
populations d'espéeces qui vivent ensemble est symbiotique, que I'espece profite, soit nuisible
ou n'ait aucun effet I'une sur l'autre. La symbiose correspond a I'association durable de
plusieurs micro-organismes indispensables a leurs survies ou tout simplement mutuellement
bénéfiques. Parmi les modes de vie bénéfiques, nous avons le mutualisme, qui améliore les
conditions biologiques des deux espéces, le commensalisme, ol une espéce profite de I'autre
sans |'affecter, et le parasitisme ou une espéce héberge 'autre. Dans la plupart des cas de
parasitisme, I’hote finit par subir des dommages a un instant donné du cycle de vie du parasite.
Dans le cas d’'un mode de vie nuisible, nous retrouvons: la compétition, I'antagonisme
(inhibition d’un micro-organisme par un autre) et la prédation (consiste a se nourrir d’'une
autre espeéce). Ce lien permet a I’hote d’échapper a de nombreuses infections intestinales
puisque les bactéries qui peuplent nos intestins vont étre antagonistes a certains agents
pathogenes. Les exclusions compétitives s’effectuent par la compétition pour les nutriments

entre les micro-organismes en place et ceux souhaitant s’y implanter.

Des études récentes ont mis en évidence plusieurs signatures bactériennes intestinales
chez 'Homme, regroupées en 3 entérotypes. Les entérotypes sont nommés selon la
prédominance du genre bactérien : bacteroides, prevotella et ruminoccocus (Arumugam et al.
2011). Ces entérotypes ne sont pas influencés par le sexe, I’age, ou les origines géographiques,
mais seraient plutot liés a I'alimentation. Par exemple, une alimentation riche en graisse
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animale et en protéines favoriserait I'entérotype bacteroides, une alimentation riche en
glucides serait propice a I'entérotype prevotella, tandis qu’une alimentation riche en amidon

conduirait a un entérotype de type ruminoccocus (G. D. Wu et al. 2011) (Salonen et al. 2014).

Afin de bien comprendre I'abondance et la diversité existante dans le microbiote
intestinal, revenons sur la classification phylogénétique établie a la suite des études de
métagénomique et du séquencage 16S. Les micro-organismes sont sous-divisés en 3
domaines : Bacteria, Archaea, Eucaryota. Le domaine des Bacteria est ensuite divisé en de
nombreux phyla. Par exemple, 7 sont retrouvés dans les microbiotes d’organes: phylum
Bacteroidetes, Firmicutes, Actinobacteria, Fusobacteria, Proteobacteria, Verrucomicrobiota
et Cynobacteria (Backhed et al. 2005). Ces phyla seront a nouveau subdivisés en classes,
ordres, familles et enfin souches (Figure 4). Parmi les 7 mentionnés, 3 phyla sont conservés
chez tous les individus, les Firmicutes (60 a 80 %), les Bacteroidetes (20 a 40 %) et les

Actinobacteria (Arumugam et al. 2011).

Tenericutes)

Major ineages with isolated representative. itakcs

\ Major lineage lacking isolated representative: o
\ \ Eucaryota
|
\
|
) \

Figure 4. Arbre phylogénétique du domaine Bacteria englobant la diversité totale représentée
par les génomes séquencés. Figure de Hug et al. 2016.
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L'abondance d’une famille de bactéries est variable d’un individu a I'autre puisque la
composition du microbiote est aussi liée aux facteurs génétiques et environnementaux. La
conservation des espéces dans le temps chez un individu reste néanmoins tres stable et ce,
malgré les changements importants qui auront lieu au cours de la vie de l'individu. Le
microbiote a donc une forte capacité a résister aux agressions (traitements antibiotiques,
pathologies). Méme aprés un changement important, il revient a son état d’origine en

guelques semaines (Shapira 2016).

Néanmoins, le changement de régime alimentaire peut modifier au moins partiellement
I’équilibre de I’écosysteme intestinal. Des modifications transitoires de I’équilibre microbien
peuvent intervenir avec I'apport des probiotiques (souches bactériennes) ou prébiotiques

(substrats bactériens exogenes).
2.2.3. La modulation du microbiote

Le développement du microbiote et sa diversité se construisent pendant les 3 premieres
années de vie d’un individu. La construction de I'écosysteme intestinal est progressive
puisqu’a la naissance, le corps est considéré comme « stérile » in utero. La premiére source
de colonisation intervient avec I'accouchement et le transfert du microbiote fécal et vaginal
de la mere a l'enfant. La diversification du microbiote se poursuit avec I'alimentation
(allaitement, diversification alimentaire). Les bactéries de la famille des Lactobacilles
(Enterococcus) et des Entérobactéries (E. coli) ainsi que des Bifidobactéries colonisent alors le
tube digestif riche en oxygéne. Nommées « primo-colonisatrices », les premiéres bactéries
font diminuer le taux d’oxygene progressivement, ce qui va ensuite favoriser I'arrivée de
bactéries anaérobies strictes comme les Clostridium leptum (Cassard et al, 2021). Le contact
avec le personnel médical et les parents participe a la complexification progressive du
microbiote. Il a aussi été découvert que les microbiotes intestinaux different entre les enfants
nés par césarienne ou par voie basse (Shao et al. 2019). Ainsi, le type de microbiote acquis a
la naissance est essentiel pour le microbiote a I’age adulte, car il peut perturber I'implantation
d’autres bactéries au cours du développement. Une trop grande utilisation d’antibiotiques ou
un cadre de vie trop aseptisé peut retarder ou compromettre la mise en place de la symbiose
entre I’hote et son microbiote. Une altération de cette symbiose peut entrainer un risque
accru de maladies inflammatoires ou d’allergies au cours du développement de I'enfant

(Cukrowska et al. 2020).
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A I'age adulte, le microbiote est stable et résilient aux modifications, cependant certaines
altérations du microbiote semblent étre responsables ou participer au développement de
pathologies. La communauté scientifique se questionne donc sur les liens possibles entre le
microbiote et la santé de I'h6te. La prédominance de bacteroidetes a été observée chez les
individus atteints d’obésité. Les modifications du microbiote intestinal ne sont pas seulement
induites par I'obésité, mais peuvent également favoriser le développement de I'obésité (Ubags
et Marsland 2019). Des études suggérent que le microbiote intestinal joue un réle dans le
diabete de type 2. Les personnes atteintes de diabéete de type 2 présentaient une plus faible
abondance de Firmicutes et de Clostridia de classe 1 et une augmentation non significative
des Bacteroidetes et Proteobacteria par rapport aux personnes sans diabete (Larsen et al.
2010). Des avancées sur la maladie de Parkinson montrent qu’une perturbation de I'axe
microbiote intestin-cerveau joue un réle essentiel dans la pathogenése de la maladie. Un
microbiote dysbiotique pourrait étre le déclencheur et/ou facilitateur de la neuro-
inflammation nécessaire a la neurodégénérescence (Keshavarzian et al. 2020). La perturbation
dans le développement de processus neuronaux appelés "axe cerveau-intestin" est
potentiellement a l'origine d’'une stimulation neurogéne anormale du systéme nerveux
entérique conduisant probablement aux syndromes du célon irritable (Rhee, Pothoulakis, et

Mayer 2009). Le microbiote peut donc étre le pivot entre I'environnement et les maladies.
2.2.4. Interaction du microbiote avec les xénobiotiques

La composition du microbiote intestinal a montré son importance dans la modulation des
métabolites produits par notre organisme. La différence de diversité microbienne chez les
individus est évoquée comme étant un des facteurs expliquant les différents types de
réponses aux thérapies. Nicholson et al. considérent I'existence d’un « continuum complexe
entre le métabolisme endogéne du génome de I'hote, controlé par voie enzymatique, et le
métabolisme xénobiotique, qui concerne généralement des composés étrangers tels que des
médicaments, mais qui pourrait inclure une gamme de composés non synthétisés ou utilisés

par I'h6te » (Nicholson et Wilson 2003).

Chaque type de cellule posséde un métabolome intracellulaire caractéristique en fonction
de sa fonction biologique. Chaque espece du microbiote possede des métabolomes
intracellulaires et extracellulaires spécifiques qui contribuent au contenu de l'intestin. Les
échanges avec I'environnement extracellulaire pour les cellules de I’h6te et les bactéries sont
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constants. Puisque I'’environnement extracellulaire comprend les métabolites sécrétés et
excrétés par les 2 parties ainsi que les nutriments issus de la digestion, ces métabolites
peuvent étre co-métabolisés. lls sont alors nommés sym-xénobiotiques. La signature des
métabolites sym-xénobiotiques que I'on retrouve dans les fluides de I'hote, comme l'urine,
peut donner un apercu de l'interaction dynamique entre la communauté microbienne
intestinale et I'n6te et permettre de comprendre la dysbiose et les processus pathologiques

liés aux micro-organismes intestinaux (Nicholson, Holmes, et Wilson 2005).

Cette diversité de métabolisation possible et imprévisible pour un xénobiotique pourrait
étre un facteur dans la survenue de réactions indésirables. Dés les années 1980, des
chercheurs ont découvert que la bactérie Eggerthella lenta (phylum Actinobacteria) inactivait
la digoxine, un glycoside cardiaque, connu pour induire une forte toxicité. L'inhibition de la
digoxine diminue de ce fait lI'index thérapeutique de celle-ci dans le traitement des
insuffisances cardiaques. Une autre étude montre qu’un métabolite microbien produit par C.
difficile agit comme un inhibiteur compétitif des sulfotransférases hépatiques, ce qui
augmente le risque d'hépatotoxicité (Lindenbaum et al. 1981). L'activité B-glucuronidase de
E. coli, B. vulgatus and C. ramosum conduit a la conversion du SN-38-G, un métabolite actif
non toxique de I'lrinotecan utilisé dans les chimiothérapies contre le cancer du célon, en un

métabolite SN-38 toxique (Gagné et al. 2002) (Wilson et Nicholson 2017).

3. Les barrieres biologiques: une protection suffisante contre les
xénobiotiques ?

Au sein du systeme digestif, nous avons évoqué a de nombreuses reprises la fonction de
barriere contre les agents extérieurs. Ces barrieres, que nous allons détailler dans cette partie,
vont nous permettre de comprendre les actions complémentaires mises en place a I'échelle

cellulaire contre les xénobiotiques.

3.1. Roles et structure des barriéres biologiques

Une barriere biologique agit comme une interface entre le corps et son environnement
extérieur. Les barrieres biologiques font office de garde du corps a chaque voie d’entrée. La

peau possede une barriére cutanée, les voies respiratoires ont une barriere pulmonaire et la
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voie orale ou digestive est constituée d’'une muqueuse buccale et d’une barriere intestinale.
Chacune de ces barrieres empéche I'entrée d’éléments extérieurs vers l'intérieur de notre
organisme. Pour autant, elles ne sont pas imperméables a toutes les molécules. En effet, la
fonction semi-perméable des barrieres leur permet de laisser passer des molécules de
maniére sélective. D’autres barrieres biologiques prennent ensuite le relais a I'intérieur de
I’organisme. C’'est le cas notamment pour le cerveau avec la barriere hémato-encéphalique et
le systéme sanguin qui possede une barriere endothéliale. Ces barrieres sont toutes
composées d’une couche de cellules épithéliales organisées spécifiquement en fonction de la

spécificité de I'organe.

La barriere cutanée est composée d’'un épiderme qui joue un réle de perméabilité
sélective vis-a-vis de I'environnement extérieur. La différenciation terminale des kératinocytes
de I'épiderme apporte ainsi une protection physique. Les mélanocytes par exemple, par leur
réle photo-protecteur, di a I'action de facteurs d’absorption tels que la mélanine, concourent
a la barriére dite chimique en protégeant contre les UV (Abdayem et Haftek 2018). Enfin la
barriére cutanée posséde une composante immunitaire adaptative initiée par les cellules de

Langerhans.

Chez I'adulte, I'épithélium alvéolaire de la barriere pulmonaire est constitué de deux
types de cellules épithéliales spécialisées. La cellule épithéliale pavimenteuse alvéolaire de
type | représente environ 93 % de la surface alvéolaire, tandis que la cellule épithéliale
alvéolaire cuboidale de type Il est une cellule productrice de surfactant (Hermanns et al. 2004
; Mason 2006). La morphologie des cellules épithéliales alvéolaires assure un contact étroit
entre |'air et le sang pour une meilleure diffusion des gaz respiratoires. Les cellules épithéliales
alvéolaires ont d'importantes fonctions de défense et d'immuno-modulation (Guillot et al.

2013).

La barriére hémato-encéphalique (BHE) est une barriére biologique qui protége du
passage de la plupart des composés du sang vers le cerveau. La BHE est créée par les cellules
endothéliales qui forment les parois des micro-vaisseaux cérébraux. Cette barriére est
composée de plusieurs types de cellules : cellules endothéliales, astrocytes, péricytes et
cellules microgliales (Brightman 1977; Blanchette et Daneman 2015). Aucun type de cellule
du cerveau ne fonctionne seul, mais au contraire, elles sont en communication constante avec
les autres types de cellules de l'unité neurovasculaire. Les cellules endothéliales présentes
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dans la BHE different des cellules endothéliales présentes dans le reste du corps. Elles ne sont
pas fenétrées, ont plus de jonctions serrées, et ont une résistance électrique élevée pour

limiter les mouvements entre cellules adjacentes (Westergaard et Brightman 1973).

La principale fonction de la barriere endothéliale est de maintenir le sang dans les
vaisseaux sanguins. Elle est organisée en différentes couches de cellules; cellules
endothéliales pavimenteuses reposant sur une mince couche de tissu conjonctif ; cellules
musculaires lisses fusiformes dans une matrice riche en fibres d’élastine et collagéne (Puissant
et al. 2014). Les vaisseaux sanguins participent a la circulation de I'oxygene, des métabolites,
des hormones et a I’élimination des produits terminaux du métabolisme, pour I’'ensemble des
organes. Ces éléments peuvent diffuser a travers la barriere endothéliale semi-perméable
(Malik, Lynch, et Cooper 1989). De plus, la barriere est capable d’émettre et de répondre a de
nombreux signaux chimiques, favorisant la régulation de ['adhésion cellulaire, le
renouvellement cellulaire et la perméabilité des vaisseaux. Enfin, elle joue un réle clé dans le
contréle du diameétre des vaisseaux puisqu’elle peut changer la vasomotricité en fonction des

besoins tissulaires par la production de monoxyde d’azote a |'effet vasodilatateur.

La barriere intestinale tout comme la barriére cutanée est la premiére barriére physique

rencontrée par les agents extérieurs.

3.2. La barriére intestinale

La barriere intestinale est constituée de plusieurs tuniques. La premieére, la muqueuse, est
celle qui confére les propriétés de barriere contre les xénobiotiques et d’absorption des
nutriments. Dans les deux tuniques suivantes (sous-muqueuse et musculeuse) se trouvent les
fibres neuronales du systéeme nerveux entérique. La tunique musculeuse possede un anneau
circulaire interne et un anneau longitudinal externe qui participent a la segmentation du bol
alimentaire et au péristaltisme. Enfin la derniére tunique, la séreuse, est un tissu de soutien
correspondant au mésenteére, une partie du péritoine qui attache I'intestin a I'abdomen. La
barriere intestinale assure une fonction protectrice et interactive. Concue comme une
barriere a la fois physique, immunitaire et chimique, elle se caractérise par une tres grande
capacité d'adaptation aux variations de I'environnement lui permettant de résister aux

agressions (Figure 5).
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Figure 5. Structure et morphologie de la barriére intestinale

La barriere mécanique intestinale est composée d'une monocouche de cellules
épithéliales qui sépare le contenu luminal, ou circule le bol alimentaire, de la lamina propria
sous-jacente. L'épithélium intestinal est organisé en cryptes et villosités qui augmentent la
surface d’absorption (Beumer et Clevers 2016). Les cryptes sont des invaginations
épithéliales, également appelées cryptes de Lieberkihn dans le célon (Hakanson et al. 1994).
Les cryptes sont connues pour abriter les cellules souches qui alimentent ['auto-
renouvellement épithélial (Clevers 2013) (Branca, Gulisano, et Nicoletti 2019). Dans l'intestin,
il existe deux grandes lignées épithéliales différenciées : une lignée absorptive et une lignée
sécrétoire (Salvo-Romero et al. 2015). Les entérocytes sont responsables de I'absorption des
nutriments et apportent une protection physique avec des protéines de jonction (M. Z. Fan et

al. 2004) (Hamid et al. 2007) (Fuqua, Vulpe, et Anderson 2012).

La barriére chimique intestinale est généralement représentée par la lignée sécrétoire,
les cellules de Paneth, qui sécrétent des molécules antimicrobiennes et contiennent des
granules de lysozyme. Elle est aussi constituée de cellules caliciformes sécrétant des mucines
a l'origine du mucus (Y. Wu et al. 2019) (J. Ma, Rubin, et Voynow 2018). Les cellules Tuft sont
des cellules épithéliales sécrétoires qui semblent avoir un lien avec I'hypersensibilité de type
2 dans l'intestin gréle. Les cellules Tuft ont la capacité de produire des molécules effectrices,
dont I'lL-25 et les eicosanoides impliqués dans I'allergie ainsi que I'acétylcholine (C. Schneider,

O’Leary, et Locksley 2019). Une variété de cellules entéro-endocrines productrices
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d'hormones a également été identifiée (Lebrun et al. 2017 ; Worthington, Reimann, et Gribble

2018).

L'ensemble des cellules constituant la barriére intestinale provient des cellules souches
intestinales (CSI). Les CSI produisent les progéniteurs intestinaux qui apres différenciation
peuvent donner les différents types cellulaires entérocytaires et sécrétoires (Stedman, Nigro,
et Sansonetti 2016). Au cours de leur différenciation, les cellules migrent en haut des cryptes
et des villosités tandis que le pool de cellules souches et des progéniteurs restent a la base

des cryptes.

La barriere immunologique intestinale fait intervenir des immunoglobulines (I'lgG A est
prédominante dans la sécrétion muqueuse), des cytokines (IL-25, IL-33) et des alarmines qui
sont produites par les cellules épithéliales (Angkasekwinai et al. 2007) (Hammad et Lambrecht
2015) (Lopetuso, Chowdhry, et Pizarro 2013). Des cellules M particulieres, situées au-dessus
des plaques de Peyer, participent indirectement a la protection immunitaire car elles peuvent
présenter des antigenes directement aux lymphocytes T (Snoeck, Goddeeris, et Cox 2005;
Kobayashi et al. 2019). Les cellules dendritiques dont la spécialité est la présentation des
antigenes détectent les antigenes d’origine microbienne ou alimentaire provenant de la
lumiére intestinale. Récupérant continuellement les antigénes du contenu luminal commensal
a I'état stable, les cellules dendritiques sont tolérogeénes. En effet, elles suppriment les
réponses immunitaires contre ces antigenes en induisant les cellules T régulatrices. La fonction
de ces cellules dendritiques est donc un maintien de I’homéostasie intestinale (Esterhazy et

al. 2016).

Un ensemble de mécanismes existe de I'estomac a l'intestin pour empécher I'absorption
et la pénétration de macromolécules exogénes ou de micro-organismes, tels que les bactéries,
les champignons et les virus, a travers la barriére intestinale. Le faible pH gastrique, associé
aux enzymes protéolytiques gastro-intestinales, contribue a la digestion des biomolécules
(Lucas et al. 2008) (UmaMaheswari et al. 2016). Les glycoprotéines du mucus forment une
couverture efficace pour protéger I'épithélium intestinal (Allen et al. 1984). Une fois que
I'antigene a pénétré dans les entérocytes, les enzymes lysosomales dégradent les
biomolécules (Derde et al. 2017). Les macrophages de la lamina propria sont chargés de les

phagocyter et de les digérer completement (Galant 1976; Okumura et Takeda 2017). La
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protection contre les micro-organismes et xénobiotiques est également assurée par les

jonctions cellulaires qui relient fermement les cellules épithéliales entre elles.

3.3. La perméabilité de la barriére
3.3.1. Les voies de perméabilité

Les membranes plasmiques tout comme les barriéres tissulaires ont un degré de
perméabilité dépendant de la présence de jonctions intercellulaires laches ou serrées. Ces
jonctions ne sont pourtant pas les seuls acteurs de la perméabilité. Plusieurs voies de passages
a travers la membrane plasmique sont possibles soit par diffusion passive soit par un transport
actif a la faveur de canaux ioniques, pores ou transporteurs. La bicouche lipidique des
membranes plasmiques cellulaires permet une diffusion facilitée pour certains composés

(Knauf et al. 2011).

La diffusion_ Le passage de molécules a travers I’épithélium intestinal est un phénomeéne qui
fait intervenir des mécanismes de diffusion passifs (sans utilisation d’énergie) et actifs (avec
utilisation d’énergie). Le transport de substances entre les cellules dans I'espace intercellulaire
est nommée diffusion paracellulaire, tandis que le transport des substances traversant les
membranes plasmiques aux niveaux apicaux et basolatéraux est désigné de diffusion

transcellulaire (Hollander et Kaunitz 2020).

La diffusion paracellulaire étant soumise a un gradient de concentration, elle n’est donc
pas la voie prépondérante a I'absorption des nutriments (Pade et Stavchansky 1997). Les
produits pharmaceutiques hydrophiles ne traversent pas aisément la bicouche lipidique des
membranes (Cano-Cebridn et al. 2005). Des efforts ont donc été déployés pour augmenter le
transport paracellulaire et améliorer la faible biodisponibilité intestinale des médicaments
avec des excipients tels que les acides gras a chaines moyennes ou le chitosan (Guan et al.

2014 ; Thanou et al. 2001 ; Yan et Ajuwon 2017).

La diffusion transcellulaire concerne le passage d’une molécule au travers d’une cellule.
Le flux de molécules s’effectue avec des vitesses de diffusion tres variées selon Ia taille et Ia
charge des molécules (Vojdani 2013; Butler et Dressman 2010). Les molécules polaires non
chargées comme les gaz (CO2, N2, O;) ou I’eau ont une tres forte perméabilité au travers des

membranes et traversent la membrane par diffusion. A I'inverse les molécules polaires
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chargées comme les ions (Na*, K*, CI') ont une tres faible perméabilité (Lamson et al. 2020).
C’est pourquoi des canaux ioniques existent pour permettre la circulation de ces ions. Puis il y
a les molécules de poids moléculaires supérieurs a 150 Daltons (Da) (adénosine triphosphate
(ATP), glucose, etc.) qui vont alors utiliser d’autres mécanismes puisqu’elles ne peuvent ni

emprunter les canaux ioniques ni passer par diffusion.

L'internalisation, puis le transport intracytoplasmique, sont la voie la plus utilisée dans
I'absorption des nutriments (Salvo Romero et al. 2015). Aprés fixation spécifique de la
particule sur un récepteur membranaire en apical, une partie de la membrane plasmique
entoure la particule et I'internalise complétement. Puis, par transcytose, les vésicules qui ne
seront pas interceptées par les lysozymes vont traverser d’un bout a I'autre la cellule sans étre
modifiées. La sortie de la cellule se fait par exocytose; la particule contenue dans une vésicule
de transport va fusionner avec la membrane en basolatéral et déverser le contenu dans le
milieu extracellulaire. D’autres moyens d’entrée et de sortie de la cellule sont exercés a 'aide

de transporteurs actifs (Sasaki et Noda 2007).

Les transporteurs_ Les transporteurs passifs font passer les molécules dans le sens du gradient
de concentration (du compartiment qui en a le plus vers celui qui en a le moins). Le passage
s’accompagne d’une modification conformationnelle des protéines transmembranaires
constituant le transporteur (Erokhova et al. 2016). Contrairement aux pompes, ils ne
nécessitent pas d’apport en énergie pour créer le gradient de concentration. C’est pourquoi,
toutes les réactions qui font intervenir les transporteurs sont réversibles. Ce type de voie de
transport est retrouvé dans toutes les membranes des cellules qui doivent échanger des

molécules en vue du métabolisme, du stockage ou de I'élimination de déchets (Reboul 2019).

Les uniporteurs véhiculent une seule molécule, il s’agit d’une diffusion facilitée. Les
antiporteurs transportent la molécule dans un sens tandis que I'ion responsable de la force de
passage est emmené dans le sens inverse (Hunte et al. 2005). Les symporteurs favorisent le
passage d’une ou plusieurs molécules qui vont dans le méme sens que I'ion responsable de la
force de passage (Dohan et Carrasco 2003). Le type co-transport est utilisé pour le passage du
glucose dans les cellules épithéliales de I'intestin. Par exemple, le cotransporteur SGLT1 utilise
le gradient de concentration en Na* créé par les pompes dépendantes de I'ATP pour
internaliser le glucose de la lumiére intestinale dans les entérocytes (L. Chen, Tuo, et Dong
2016).
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Les pompes a proton_ Ce sont des transporteurs actifs qui créent des gradients de
concentration de part et d’autre de la membrane pour faciliter le passage des cations et
solutés. Les pompes sont des enzymes qui déplacent les protons contre le gradient de
concentration (H* du compartiment qui en a le moins vers le compartiment qui en a le plus)

en utilisant I'énergie libérée par I'hydrolyse d'une molécule d'ATP (Bruno et al. 2019).

La pompe Na*/ K*/ATPase induit les gradients primaires de Na* et de K* (Figure 6). La
production de protons H* d’un c6té de la membrane et I'accumulation de charges positives
accélérent la polarisation de la membrane. Cette polarisation s’oppose alors a I'entrée de
nouvelles charges positives. Afin de rétablir I’équilibre des charges, des canaux ioniques font
passer des ions chargés négativement pour compenser la charge positive des protons (Vagin,
Sachs, et Tokhtaeva 2007). La constitution de ces gradients ioniques est coliteuse en énergie,
car elle consomme pres de 25 % du stock total d'ATP de la cellule. D’autres pompes acidifient

I'estomac et éliminent le Ca%* du cytoplasme des cellules (Nava et al. 2020).
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Figure 6. Dialogue entre le flux paracellulaire et le flux transcellulaire. Figure inspirée de Turner
etal. 2014

Les claudines 2 et 15 forment un canal membranaire qui facilite le flux de Na* en paracellulaire. S'il est bloqué,
le transport transcellulaire est impacté. Le transport transcellulaire favorise I'absorption des nutriments dans
I'entérocyte grace au Na* via un co-transporteur en apical, un uniporteur et une pompe a proton (K*/Na*/ATP)

en basolatéral.
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Les canaux membranaires_ Ce sont des transporteurs passifs constamment ouverts ou
s'ouvrant et se fermant de fagon transitoire sous I'action d'un mécanisme de régulation. Le
canal est composé de plusieurs protéines intramembranaires qui forment des pores dans la
membrane plasmique. Certains canaux fonctionnent conjointement avec des pompes ou des
transporteurs pour transporter I'eau et les ions a travers les membranes cellulaires. Les canaux
ioniques possedent une spécificité ionique par pore. Le flux des ions au travers du canal
ionique entraine la création de potentiels électriques qui synchronisent le passage de
molécules par les canaux, pompes et transporteurs (Duan et al. 2019). Les cellules épithéliales
expriment principalement des canaux ioniques (Na*, Cl, K*) et des canaux hydriques afin
d’augmenter les débits d'eau et de sels nécessaires a la sécrétion et a la réabsorption des

fluides (Ghishan et Kiela 2012) .
3.3.2. Les jonctions cellulaires

Les jonctions cellulaires assurent la cohésion entre les cellules épithéliales adjacentes.
L'adhésion entre cellules n’empéche pas certaines molécules de traverser (passage
paracellulaire). Ces jonctions cellulaires sont de nature protéique et sont localisées
différemment sur la membrane plasmique selon leur structure et leur réle. Les protéines
intracellulaires forment des plaques denses reliées au cytosquelette de la cellule, régulant la
fonction jonctionnelle avec le réseau d’actine et de filaments intermédiaires, du coté
cytoplasmique. Les protéines de liaison transmembranaires ont un domaine cytoplasmique
relié au réseau cytosquelettique et un domaine extracellulaire communiquant avec la cellule
voisine. Il existe plusieurs complexes de jonction cellulaire formant une barriére sélective
semi-perméable : les jonctions serrées, les jonctions adhérentes et les jonctions de

communication (Figure 7).

Les jonctions serrées_ Les jonctions serrées ou tight junction (TJ) séparent la membrane
apicale du domaine basolatéral. En empéchant les nutriments de la membrane apicale de
diffuser dans la membrane basolatérale, et inversement, elles contribuent au maintien de la
polarité cellulaire. De plus, elles forment une barriere sélective régulant le passage des ions,
des molécules, de I'eau et de solutés riches en phospholipides a travers I'espace paracellulaire.
Les protéines membranaires TJ sont classées en 4 familles distinctes : les claudines (CL), les
occludines (OCLN), les molécules jonctionnelles d’adhésion (JAM) et les Crumbs. Les claudines
et les occludines sont les protéines des TJ les plus importantes dans le contrdle de la fonction
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vitale des cellules. Les protéines TJ représentent I'échafaudage moléculaire sur lequel d’autres
protéines cytoplasmiques vont interagir. Les protéines cytoplasmiques cinguline, Palsl
(Protéine Associée a Lin Seven 1), PATJ et MUPP1 (protéines a domaine multi-PDZ), TAMP
(protéines MARVEL associées a la jonction serrée) et les ZO relient la membrane plasmique au
cytosquelette (Raleigh et al. 2010). PAT) et MUPP1 sont deux homologues contenant un
domaine PDZ, ce qui leur permet de se lier a I’OCLN et a d’autres molécules d’adhésion (pals,

nectines, etc) (Adachi et al. 2009).
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Figure 7. Organisation des jonctions cellulaires de la barriére intestinale

La famille des claudines ne comporte pas moins de 24 membres, elles sont a I'origine de
la formation des TJ. Le type de claudines exprimé sur les cellules épithéliales confere une
perméabilité sélective a certains ions (Holmes et al. 2006). Par exemple, la CL-4 est spécifique
des ions Na* tandis que la CL-16 est spécifique du Mg?*. La localisation des claudines dépend
également de leur type. Par exemple, I'expression de la CL-8 n’est détectable que dans I'iléon
et le cOlon distal alors que la CL-18 se retrouve dans I'estomac et le duodénum (Jovov et al.
2007). La CL-15 est faiblement exprimée et se localise uniguement au niveau des cryptes.
Cette distribution non homogéne de I'expression des claudines peut étre liée a la

différenciation cellulaire, au métabolisme des glucides et aux facteurs de transcription.
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Certains facteurs tels que HNF1a, Cdx2 et GATA-4 ont été décrits en 2005 (Escaffit, Boudreau,
et Beaulieu 2005). Les CL- 2, 3, 7 et 15 sont les plus exprimées. Le taux d’expression de CL-8
augmente progressivement de l'intestin gréle vers le célon, tandis que celui de la CL-15

diminue dans ce méme sens.

Les claudines ont des propriétés aux actions contraires. Elles remplissent non seulement
une fonction de barriére, mais aussi un réle de canal membranaire. Le role de barriere est
conféré par I'augmentation des jonctions serrées tandis que le réle de canal intervient avec la
formation de pores membranaires. Alors que les jonctions serrées augmentent la résistance
transépithéliale, a I'inverse les pores augmentent le flux d’ions et donc diminuent la résistance
transépithéliale. L'équilibre de perméabilité de la barriere est donc soumis a une régulation
spécifique des claudines. Il est important de distinguer une augmentation du flux engendrée
par la régulation des claudines d’une augmentation liée a une fuite paracellulaire non
spécifique. Le maintien de la barriére est réalisé grace aux différentes isoformes des claudines

(Tableau 1).

Les CL-2, 10b et 15 forment des pores spécifiques des cations tandis que les CL-10a et 17
forment des pores spécifiques des anions (Colegio et al. 2002 ; C. M. Van ltallie et al. 2006).
Néanmoins, il peut étre difficile de classer les claudines puisque la spécificité peut dépendre

du type cellulaire.

Les claudines sont soumises a différents niveaux de régulation (transcription, post-
traduction) et les interactions CIS au sein de la méme membrane ou TRANS avec la membrane
voisine déterminent |'assemblage, le remodelage, la modulation et la dégradation des
jonctions serrées. Si nous prenons l'exemple de la CL-1, les modifications post-
traductionnelles possibles sont : la phosphorylation (par les MAP kinase, aPKC et PKA), la
déphosphorylation (par PP2A), la O-glycosylation au niveau du COOH cytoplasmique, la
palmitoylation sur la boucle cytoplasmique, la N-glycosylation et I'ubiquitination, bien que
cette derniere modification soit discutée pour la CL-1 (Fujibe et al. 2004 ; Butt et al. 2012 ;
Asaka et al. 2011 ; Takahashi et al. 2009).

A ces claudines et occludines sont liées d’autres protéines. Les JAM, peu présentes au
niveau de la barriére intestinale, sont plutot retrouvées dans la barriere endothéliale. Elles

régulent la migration des monocytes au travers des cellules endothéliales (Kakogiannos et al.
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2020). Les barrieres intestinale et endothéliale sont intimement liées puisque I'objectif du
passage des nutriments au travers de I'épithélium est de rejoindre les autres organes via la
circulation sanguine. La spécificité des protéines de jonction est primordiale dans le role

barriére que le tissu effectue.

Tableau 1. Caractéristiques de perméabilité aux ions des isoformes de claudines. Tableau de
Glinzel et Yu 2013.

2Agit comme une barriére de ClI" dans les cellules MDCK II, mais comme un canal Na* dans les cellules LLC-PK1,
MDCK | et dans l'intestin de la souris. ®°Des données contradictoires suggérent également que la CL-19 peut agir
comme une barriere Na*. ‘Agit comme une barriere Na* dans MDCK I, mais comme un pore de Cl dans les cellules
LLC-PK1 et/ou les cellules du canal collecteur.

Claudines spécifiques Références Claudines spécifiques Références
des cations des anions
Fonction dominante formation des pores (7 de la perméabilité)

Claudine 2 (Amasheh etal. 2002 ; A. S. L. Yu et Claudine 7 (J. Hou et al. 2006)

al. 2009)
Claudine 10b (C. M. Van ltallie et al. 2006) Claudine 10a (C. M. Van ltallie et al. 2006)
Claudine 152 (Colegio et al. 2002 ; Tamura et al. Claudine 17 (Krug et al. 2012)

2011)

Fonction dominante formation de la barriére (N de la perméabilité)

H (Alexandre et al. 2007 ; Alexandre, H (Inai, Kobayashi, et Shibata 1999, 1;
Claudine 7 Claudine 1
Lu, et Chen 2005) McCarthy et al. 2000)
Claudine 19° (J. Hou et al. 2008) Claudine 3 (Milatz et al. 2010)
Claudine 4¢ (J. Hou et al. 2006)
Claudine 5 (J. Hou et al. 2010 ; C. M. Van ltallie,
Fanning, et Anderson 2003)
Claudine 6 (Sas et al. 2008)
Claudine 8¢ (A.S. L. Yuetal. 2003 ; Angelow,
Schneeberger, et Yu 2007)
Claudine 9 (Sas et al. 2008)
Claudine 11¢ (C. M. Van ltallie, Fanning, et Anderson
2003)
Claudine 14 (Ben-Yosef et al. 2003)
Claudine 18-2 (Jovov et al. 2007)

Les protéines Crumbs font partie d'un complexe regroupant un domaine
transmembranaire dont la partie cytoplasmique se termine par un motif PDZ lié a PALS-1. Trois
familles de Crumbs existent Crb1, Crb2 et Crb3, mais seule la protéine Crb3 est associée aux

JS de l'intestin. Crb3 est retrouvée au niveau des membranes apicales (Whiteman et al. 2014).
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Une augmentation de I'expression de Crb3 est constatée lors de la transition du mésenchyme
en épithélium et au contraire est diminuée dans la transition inverse. Une transition épithélio-
mésenchymateuse désigne le passage d'un groupe de cellules épithéliales a une forme
mésenchymateuse au cours de laquelle les cellules perdent leur capacité d’adhésion avec les
cellules voisines (diminution de I'expression des cadhérines) et acquiérent des propriétés
adhésives nouvelles vis-a-vis de la matrice extracellulaire (expression de nouvelles intégrines)
(Sipos et Galamb 2012). Cela se produit lors de développement de pathologies cancéreuses.
Les cellules vont dégrader au cours du processus la lame basale qui borde I'épithélium grace
a la sécrétion de métalloprotéinases. Cette transition épithélio-mésenchymateuse est
caractérisée par un taux important de marqueurs épithéliaux comme I'E-cadhérine (E-cad) et
EpCAM, et de marqueurs mésenchymateux tels que la Vimentine et N-cadhérine (Krawczyk et
al. 2014). Une sur-expression ou sous-expression de Crb3 conduit a une désorganisation de la

barriére épithéliale.

Les Zonula Occludens existent sous 3 formes Z0O-1, Z0O-2 et Z0O-3. Elles sont toutes en
interaction directe avec la F-actine (Odenwald et Turner 2013). Elles sont connues pour étre
impliquées dans la morphogenese des tissus, le maintien de la structure apicale et la
régulation de plusieurs barriéres (Fanning, Ma, et Anderson 2002). Dans le cas de la barriere
intestinale, les protéines ZO sont essentielles dans le processus de formation des TJ
puisqu’elles agissent par association avec les claudines, OCLN et JAM via leur domaine PDZ
(Otani et al. 2019 ; Itoh et al. 1999). A I'exception des CL-13, CL-22 et CL-23, toutes les
claudines interagissent avec ZO-1. Les CL-1 a 4, CL-7 a 10, CL-14, CL-15, CL-18, et CL-19b sont
liées a ZO-2 et seule la CL-3 est connue pour interagir avec ZO-3 (Giinzel et Yu 2013). Les
occludines et les tricellulines interagissent également avec ZO-1. Les spécificités de liaison ne
sont pas encore élucidées, car MARVELD3, une protéine du complexe TAMP (OCLN, tricelluline
et MARVELD3) qui peut se lier individuellement a I’'OCLN et a la tricelluline, ne s’associe pas a

Z0-3 par exemple (Raleigh et al. 2010 ; Glinzel et Fromm 2012).

Les jonctions adhérentes _ Ce type de jonction initie et maintient I'adhésion cellule-cellule. De
plus, les jonctions adhérentes (JA) participent a la signalisation cellulaire et la régulation de la
transcription des génes (Takeichi 2014). Les membres de la famille des cadhérines partagent

des caractéristiques structurelles communes : une partie cytoplasmique en C terminale, une
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partie transmembranaire et une partie extracellulaire en N terminale. La région extracellulaire

est composée de cing domaines répétitifs d'environ 110 résidus d'AA.

Les cadhérines sont classées en deux sous-familles de type | (E, B, N, P, R et M-cadhérine)
et de type Il (DE, F, K, OB, VE-cadhérine) (Nollet, Kools, et van Roy 2000). Ce classement se fait
en fonction de la forte homologie du domaine EC1 en N terminale. D’autres cadhérines telles
gue la cadhérine-5, I'OB-cadhérine et la M-cadhérine possédent une structure similaire, mais
un domaine N terminal moins bien conservé (Kemler 1992). Au niveau intestinal, la principale
cadhérine retrouvée est la E-cad. La Ll-cadhérine ou cadhérine 17 sont impliquées dans les

contacts intercellulaires flexibles en dehors des complexes jonctionnels (Baumgartner 2013).

Les cadhérines sont des protéines transmembranaires qui engagent des liaisons
dépendantes du calcium avec les cadhérines de la cellule d’en face (Shapiro et Weis 2009). La
région intracellulaire des cadhérines se lie a I'a-caténine. Ce complexe cadhérine-caténine
s'associe également aux microtubules et a la F-actine. Les JA régulent donc |'organisation du

cytosquelette d'actine des cellules (Buckley et al. 2014).

Des chaines d’interaction en cascade agissent pour réguler la transition entre de
nouveaux contacts et des interactions matures déja existantes. Par exemple la nectine, une
molécule d'adhésion de type immunoglobuline, indépendante du calcium, se lie a I'afadine,
qui elle-méme se lie a a-caténine et ZO-1 (Yamamoto et al. 1997). Cette chaine séquentielle
est liée au cytosquelette d’actine. Ce complexe a base de nectine s’associe d’abord pour
former les premiéres interfaces cellule-cellule, puis il participe au recrutement du complexe
cadhérine-caténine qui formera la jonction adhérente mature et stable (Tachibana et al.

2000 ; Yamamoto et al. 1997).

La E-cad mature, appartient au sous-type |, elle est composée d'un domaine
transmembranaire unique, d’'un domaine cytoplasmique de 150 AA et d’un domaine
extracellulaire de 550 AA comprenant 5 domaines répétés en tandem. L’existence d'un
complexe E-cad/B-caténine/a-caténine a été décrit (Gayrard et Borghi 2018 ; Thomas et al.
2013). Ce complexe est lié a I’actine par un domaine particulier appelé VH3 (vinculin homology
domain 3) dans la partie C-terminale de |'a-caténine. Des études ont montré qu’une
inactivation de la E-cad entrainait des mutations cellulaires a |'origine de cancers sporadiques

particuliers (cancers gastriques diffus héréditaires) (Becker et al. 1994). La perte d'expression
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de la E-cad dans des lignées cellulaires et des tissus tumoraux semble associée a |'expression
de cadhérines mésenchymateuses, telles que la N-cadhérine et la cadhérine 11. Ce
phénomeéne est généralement appelé "commutation de cadhérine". La commutation des
cadhérines se produit pendant le développement embryonnaire, la morphogeneése des tissus,
et la progression de cancer (Halbleib et Nelson 2006). La N-cadhérine interagit avec un
récepteur qui favorise la survie, la migration et l'invasion des cellules (Suyama et al. 2002).
D'autres enzymes comme les calpaines et les caspases bloquent la formation des jonctions
d’adhérence en clivant I'E-cad en amont du domaine de liaison de la B-caténine (Rios-Doria et

al. 2003).

Les desmosomes et hemi-desmosomes_ Les desmosomes en forme de disque sont des
jonctions d’adhérences particulieres qui permettent I'adhésion de 2 cellules ensemble en
couplant les interactions des cadhérines et des filaments intermédiaires du réseau
cytosquelettique des cellules (Odenwald et Turner 2013). Les cadhérines desmosomales
participent a la structure des desmosomes et hemi-desmosomes. Les desmogléines et
desmocollines sont des glycoprotéines étroitement liées a la molécule de la jonction
d'adhérence B-caténine (Choi et al. 2009). Une diminution ou une perte d’expression de ces
glycoprotéines peuvent étre responsables de développements métastatiques (L. Wang et al.
2007). La Desmogléine-2 et la Desmocolline-2 qui contribuent a I'homéostasie des muqueuses
ont montré leur importance dans la cicatrisation de la muqueuse intestinale (Flemming et al.
2020). Les desmosomes sont principalement localisés sur les faces latérales sous les jonctions
serrées afin d’en renforcer les effets (Kottke, Delva, et Kowalczyk 2006). Les
hémidesmosomes ne sont pas présents sur la partie latérale des cellules, ils ont plutét
vocation a favoriser I'adhésion des cellules a la lame basale. Pendant les premiers jours de leur
formation, les desmosomes sont dépendants du calcium extracellulaire pour rester au niveau
de la membrane plasmique, puis aprés maturation, ils acquiérent une capacité d’hyper

adhésion sans étre dépendants du calcium cette fois (Garrod et Kimura 2008).

Les jonctions communicantes_ Ces canaux permettent la circulation libre de nutriments,
molécules et ions de masses inférieures a 1 kDa entre 2 cellules adjacentes (Hervé et
Derangeon 2013). La mise en relation des cytoplasmes est possible grace a des pores formés
de protéines transmembranaires appelées connexines au niveau basolatéral. Ces jonctions

communicantes entre cellules participent a la communication cellulaire. Elles sont
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indispensables a la croissance et la différenciation cellulaires ce qui signifie qu’un défaut de
ces jonctions peut perturber les processus biologiques (Wiener, Spiro, et Loewenstein 1964).
Trois familles de protéines formant ces pores ont été identifiées a savoir : les innexines, les
connexines et les pannexines (Beyer et Berthoud 2018). Tres peu présentes dans l'intestin
gréle, les jonctions communicantes sont surtout localisées dans la cavité buccale. Elles sont
résistantes aux nombreux stress induits par les contraintes mécaniques et les agents

environnementaux (Groeger et Meyle 2015).

3.4. Le stress et la barriére intestinale

Le stress cellulaire est I'ensemble des réponses émises par une cellule pour répondre a
un signal d’alerte provoqué par I'’environnement. Dans le cas ou la réponse est positive la
cellule est protégée de toute dégradation, dans le cas ou la réponse est négative elle peut
alors conduire a la mort cellulaire afin de protéger les cellules voisines. Entre la survie et la
mort cellulaire, de nombreux signaux vont étre générés en intracytoplasmique pour s’adapter

et lutter avant d’en arriver a I'apoptose.
3.4.1. Les mécanismes de protection cellulaires

L'Encyclopédie de Neuroscience en 2009 définit le stress cellulaire comme « la réaction
de la cellule a toute condition environnementale défavorable qui perturbe I'homéostasie
cellulaire, avec des dommages macromoléculaires potentiels, c'est-a-dire des atteintes aux
protéines, a I'ADN, a I'ARN et aux lipides ». Pour lutter contre ces dommages, différents

mécanismes de réponse sont déployés.

Stress oxydatif_ Un des mécanismes de protection les plus connus vis-a-vis d’un stress
environnemental est la production d’agent qui neutralise les espéces réactives de I'oxygéne
(ROS). La famille des ROS est chimiguement instable et ils sont créés par perte d’électron lors
de la production d’énergie par la chaine respiratoire et le cycle de Krebs. Comme tous les
membres de la famille des ROS sont constitués d’oxygene, ce dernier va fixer les électrons et
conduire a la formation d’anions superoxydes, de peroxydes d’hydrogéne, de radicaux

hydroxyles et d’oxygénes singulets (Figure 8).

Ces ROS vont agir sur les lipides, les protéines et I’ADN causant de graves dommages aux

cellules. En temps normal l'intestin sait lutter efficacement contre le stress oxydatif, mais avec

34



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme

le vieillissement ou d’autres facteurs de stress, les défenses ne suffisent plus et contribuent
au développement de pathologies intestinales (Rani et al. 2016). Heureusement, des agents
antioxydants aident a prévenir ces dommages au niveau intestinal (Diaz de Barboza et al.
2017). La vitamine E est un antioxydant qui protege les lipides de la membrane en bloquant la
production de ROS (Miyazawa et al. 2019). La superoxyde dismutase (SOD), les peroxydases
et les catalases détruisent les ROS en les transformant en eau a la suite de réactions

successives (Weydert et Cullen 2010).
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Figure 8. Production et élimination des ROS. Figure inspirée de Djouadi et Lanez 2021

Stress thermique_ Un stress de nature thermique « heat shock » comme une augmentation
de la température provoque une augmentation de la production de protéines chaperon et de
protéases, dont la fonction est d’empécher le mauvais repliement des protéines (Figure 9). Le
mécanisme de défense contre le stress thermique commence par la mise en pause de la
transcription et de la traduction des génes afin d’éviter la production de protéines avec une
mauvaise conformation. Puis des facteurs de transcription HSF (heat shock factors) vont
activer la synthése de protéines Hsps (Jolly et Morimoto 2000). Les Hsps jouent le role de
régulateurs de I'inflammation en diminuant la production de cytokines par les voies NF- K B et
« mitogen-activated protein kinase » (MAPK) (Malago, Koninkx, et van Dijk 2002). D’autres
formes de stress peuvent aussi activer les Hsps. C'est le cas des stress environnementaux

comme les oxydants, métaux lourds, xénobiotiques qui provoquent des dommages dans les
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repliements (Akerfelt, Morimoto, et Sistonen 2010). La cytoprotection induite par la réponse
au choc thermique participe au maintien de la fonction épithéliale intestinale stable (Malago,

Koninkx, et van Dijk 2002).
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Figure 9. Entre survie et mort cellulaire. Les mécanismes de protection face aux stress
environnementaux

Stress métabolique_ Pour que les protéines soient fonctionnelles, elles nécessitent souvent
des modifications post-traditionnelles telles que les glycosylations ou la formation de ponts
disulfures dans le réticulum endoplasmique (RE) des cellules. Cette organelle est sensible aux
stress métaboliques (diminution calorique, perte en oxygene) et met en place une réponse
nommeée UPR « unfolded protein response » (Hetz, Zhang, et Kaufman 2020). L'activation de
I'UPR a un impact sur presque tous les aspects de la voie sécrétoire : synthése, translocation,
repliement, maturation, contréle de la qualité, trafic des protéines et I’élimination de celles
n’ayant pas la bonne conformation. Cette voie de signalisation UPR est présente sous forme
inactive dans des conditions physiologiques et s’active lors d’un stress cellulaire. La réponse
se traduit par la production de protéines chaperons et d’antioxydants. Le RE a un réle
important dans la modulation du repliement protéique. S’il est capable de s’adapter en
produisant plus de facteurs IRE-1, la survie cellulaire est alors possible. Dans le cas contraire,

I’'accumulation de protéines dépliées ou mal repliées dans la lumiére du RE favorisera la mort
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cellulaire. Dans ce sens, des études ont associé le stress du RE et 'UPR a des maladies

inflammatoires de I'intestin et au cancer colorectal (Coleman et Haller 2019).

Stress chimique_ Les stress environnementaux ont un impact au niveau génétique entrainant
également des erreurs dans la biogenese des protéines (Guisbert et al. 2013). Un stress de
nature chimique (irradiation, intercalant, UV) met a I'épreuve I’ADN sous sa forme monobrin
durant les périodes de transcription. Les cellules possédent un systeme de réparation de I’ADN
compétent, mais parfois les cassures étant trop importantes, I'induction de nouvelles voies de
signalisation par le biais de p53 et NF-KB est le dernier recourt. Ces deux facteurs de
transcription p53 et NF-KB répondent respectivement a des stress intrinseques et
extrinséques et agissent de facon opposée sur les cellules (Ak et Levine 2010). Afin d’éliminer
et fournir une réponse immunitaire durable, les cellules intestinales M reconnaissent le
xénobiotique pathogene et expriment des récepteurs antigéniques a leur surface qui serviront
a la spécificité de I'immunité adaptative (lymphocytes mémoires). La division cellulaire des
clones de cellules immunitaires est alors soumise au facteur de transcription NF-kB. Puisque
la division et la croissance cellulaire sont aussi responsables de développements de cancers
colorectaux, NF-kB peut dans certain cas devenir oncogéne (Ryan et al. 2000). Des lésions de
I'ADN entrainent I'activation de p53, un géne décrit comme suppresseur de tumeurs. Ce géne
déclenche I'arrét du cycle cellulaire, I'apoptose ou la sénescence, et évite par conséquent le

développement de clones mutés (Gomes et al. 2018 ; Leszczynska et al. 2015).

La mort cellulaire_ L'épithélium du tube digestif est exposé a divers facteurs de stress. Lorsque
I'atteinte est trop importante la survie n’est plus possible et la cellule meurt. Une mort
cellulaire excessive a été associée a une inflammation chronique chez les patients de la
maladie de Crohn et de la colite ulcéreuse (Larabi, Barnich, et Nguyen 2020). Les signaux de
mort cellulaire sont régulés par différents mécanismes comme I'apoptose, 'autophagie et la
nécrose. Contrairement a l'apoptose auto-induite par la cellule, la nécrose n’est pas
programmeée et échappe au controle cellulaire. Elle est néfaste, car I'accumulation de produits
cellulaires dans I'espace extracellulaire entraine une forte inflammation et les macrophages
ne peuvent pas éliminer les nombreux fragments générés. L'autophagie est le troisieme type
de mort cellulaire. Il se caractérise par une destruction d’éléments cellulaires en

intracytoplasmique, il représente le systeme de recyclage de la cellule. Plus récemment, une
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autre régulation de la mort cellulaire nommée nécroptose a été décrite pour les cellules

épithéliales intestinale (Glinther et al. 2013 ; Negroni et al. 2020).

Régénération cellulaire_ Lors d’'un dommage causé au niveau des cryptes intestinales par un
agent pathogene viral ou bactérien, la barriere produit transitoirement des cellules
épithéliales associées a la plaie (WAE) (Miyoshi et al. 2012). Les WAE ne possedent pas toutes
les fonctionnalités d’'un entérocyte. Elles limitent la désorganisation de la barriére, en
remplagant les entérocytes, et donc évitent une plus grande effraction des pathogenes. Le
microenvironnement des cellules épithéliales intestinales, telles que les cellules
mésenchymateuses et les cellules immunitaires, devient plus abondant aprés un dommage
(Figure 10). Ces cellules sécretent des molécules de signalisation (Wnt, Notch, YAP, etc) qui

favorisent le processus de régénération de la barriére intestinale (Hageman et al. 2020).
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Figure 10. Interaction entre I'épithélium intestinal et les composants non épithéliaux qui
modulent la régénération. Figure de Hageman et al. 2020

3.4.2. Les altérations de la perméabilité intestinale
Lorsque la barriere saine subit un stress, les cellules intestinales et leurs protéines de
jonction sont impactées. Le dialogue qui existe entre ces cellules et le microbiote est fragilisé
(Figure 11). Des modifications des protéines de jonctions ou de la composition en micro-
organismes dans notre intestin, méme transitoires, peuvent étre a I'origine d’une

augmentation de la perméabilité et conduire a la survenue de pathologies. La perméabilité de
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I'intestin peut étre modulée indirectement par les bactéries suite a la libération de peptides
ou de toxines solubles et par des métabolites ou bien directement par les cellules intestinales

(Ewaschuk et al. 2008).
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Figure 11. Causes et conséquences de I'inflammation chronique de I'intestin

Maladies inflammatoires_ La densité des jonctions de communication épithéliales est
significativement plus élevée chez les patients atteints de maladies inflammatoires chroniques
de l'intestin (MICI) que chez les témoins (J. J. Liu et al. 2011). Une dysfonction primaire de la
barriere intestinale ne suffit pas pour provoquer une maladie intestinale inflammatoire. La
dysfonction active substantiellement les réponses immunitaires de la muqueuse et accélére
le processus de colite a la suite d’une régulation anormale des jonctions serrées (Su et al.
2009). Le LPS des bactéries Gram négatifs ont montré leur implication dans la réponse
inflammatoire. Une action spécifique est exercée sur les cellules en fonction du sérotype avec

notamment I'activation des médiateurs TNF-a et IL-10 (Stephens et von der Weid 2020)

Maladie cceliaque_ les personnes sensibles au gluten méme en faible quantité sont atteintes
d’une augmentation de la perméabilité (Duerksen, Wilhelm-Boyles, et Parry 2005). Cette
perméabilité anormale s’"accompagne d’un taux sérique élevé de zonuline et d’'une quantité

accrue de récepteurs CXCR3 (Lammers et al. 2008).

Syndrome de l'intestin irritable_ L’hyperperméabilité intestinale peut favoriser des syndromes
de malabsorption de minéraux et de nutriments comme le zinc, le fer et la vitamine B12 (M.

S. Steiner et Morton 1991).
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Cancers colorectaux_ Plusieurs cancers sont associés a une perte de la polarité cellulaire et a
la dissociation des jonctions serrées. Par exemple, la CL-1 est fortement exprimée dans les

cancers colorectaux (Gowrikumar et al. 2019).

Les maladies liées a une dyshiose du microbiote_ La transplantation du microbiote d’un
patient obése chez une souris a rendu la souris obése a son tour. L'obésité est donc associée
a une baisse de la diversité des espéces bactériennes du microbiote intestinal (Gérard 2016).
Les patients atteints de diabéte de type 2 ont montré un changement de composition
bactérienne (Sabatino et al. 2017). Il serait possible de donner des prébiotiques pour
améliorer le controle glycémique de patients avec un diabéte de type-1 (Ho et al. 2019). Outre
I'impact du microbiote sur des troubles métaboliques, des études récentes ont montré son
implication dans des maladies neurodégénératives. Le microbiote intestinal peut moduler la
fonction cérébrale via 'axe microbiote-intestin-cerveau. Il en résulte qu’un déséquilibre du
microbiote peut jouer sur les troubles cognitifs et I'apparition de la maladie d’Alzheimer (Hu,
Wang, et Jin 2016). De plus, une dérégulation de I'axe microbiote-intestin-cerveau dans la
maladie de Parkinson pourrait étre a la base des dysfonctionnements gastro-intestinaux qui
apparaissent plusieurs années avant le diagnostic (Caputi et Giron 2018). L’augmentation du
biomarqueur de perméabilité membranaire zonuline semble étre impliquée dans la
stimulation de I'anxiété et de la dépression (Stevens et al. 2018). La théorie selon laquelle le
processus pathologique se propage de l'intestin au cerveau se renforce avec la suspicion d’un
lien entre le syndrome autistique et le microbiote. 30 a 50 % des enfants atteints d’autisme
présentent également des problémes gastro-intestinaux. Des transplantations de microbiote
fécal ont été réalisées sur des enfants autistes par une équipe de l'université d’Arizona, leur
étude indique qu’ils auraient réduit de 45 % le spectre autistique chez ces enfants (Kang et al.

2019).

Maladies infectieuses_ Une dysbiose de la flore microbienne entraine un manque de
signalisation pour maintenir la fonction de barriere (Fukuda et al. 2011). La toxine de Zonula
Occludens qui peut étre produite par le microbiote module les jonctions serrées par une
réorganisation de I'actine (Fasano et al. 2000). Par exemple, la toxine d'Helicobacter pylori
provoque une augmentation de la perméabilité paracellulaire des cellules intestinales en
inactivant la kinase Par1l/MARK. En conséquence, la fonction de barriere de I'épithélium

gastrique se détériore et les microvillosités disparaissent. Le microbiote peut jouer également
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sur la perméabilité épithéliale par le biais d'effets sur les cellules immunitaires de I'hote et la
libération de cytokines. L’action de libération de cytokines peut aussi bien augmenter la
perméabilité (TNFa, IFNy) ou améliorer la fonction de barriére (TGFB, IL-10) (Miyakawa et al.
2020; Anuradha et al. 2016).

Il est difficile d’affirmer que les bactéries sont a I'origine de I'altération de la barriére
intestinale, I'enjeu est de déterminer si la dysbiose est une cause ou une conséquence de
I'altération de la barriere intestinale. La compréhension des modifications de protéines de
jonction est donc primordiale pour évaluer leur impact sur les pathologies. Les épithéliums
intestinaux déficients en E-cad présentent une perte de CL-1, ce qui indique non seulement
un défaut du transport transcellulaire, mais également une perturbation des voies de
transport paracellulaires. A I'inverse, la surexpression de I'E-cad au sein de I'épithélium
intestinal retarde la migration des cellules de la crypte vers les villosités. Cet impact est
conséquent puisqu’il freine la prolifération et induit une apoptose importante au fond des
cryptes. L'apoptose retarde la différenciation des cellules souches en entérocytes et donc

diminue le nombre de cellules épithéliales capable d’absorption (Hermiston et Gordon 1995).

L'environnement et les xénobiotiques avec lesquels nous rentrons en contact sont des
facteurs non négligeables a prendre en compte dans la pathogénése. Aprés avoir vu les
conséquences produites sur notre systeme digestif et les atteintes qu’ils occasionnent de
I’échelle subcellulaire a tissulaire, nous allons investiguer plus en détail les types de

xénobiotiques auxquels nous sommes confrontés au quotidien.

41



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 2 : Qui sont ces xénobiotiques ?

Chapitre 2 : Qui sont ces xénobiotiques ?

De nombreuses molécules traversent notre intestin, et peuvent engendrer des réactions
physiologiques pouvant altérer la fonction et I'organisation cellulaire intestinales. Dans la
plupart des cas les xénobiotiques sont considérés comme des molécules indésirables pour
notre organisme (micro-organismes pathogenes, toxines, polluants) responsables de
pathologies chroniques. Or certaines participent, au contraire, au retour de I'équilibre de

notre barriére intestinale (médicaments, plantes, etc.).

1. Les médicaments : ces xénobiotiques volontairement assimilés
1.1. Les molécules conventionnelles

Le développement d’agents thérapeutiques contre les pathologies chroniques de
I'intestin et les cancers du tube digestif est un défi important pour la société actuelle. Les
plantes ont, en premier, été considérées comme le reméde pour supprimer les symptomes.
Puis I'introduction de la notion de principe actif a suggéré I'idée d’un médicament spécifique
a chaque maladie. Les molécules chimiques, grace a leur petite taille, peuvent facilement étre
administrées par voie orale, ce qui n’est pas le cas des grosses biomolécules comme les
anticorps. Or ces derniéres présentent des atouts de rapidité et spécificité d’action. En
développant des biomolécules alternatives aux anticorps, de nouvelles classes de protéines
thérapeutiques, ont permis d’allier petite taille et spécificité d’action. Dans cette partie nous
allons effectuer une bréve revue des molécules thérapeutiques afin de distinguer les
spécificités de chaque classe de molécules (molécules chimiques, anticorps, fragments

d’anticorps et protéines d’échafaudages).
1.1.1. Les petites molécules chimiques

Administrées majoritairement par la voie orale sous forme de sirop, poudre, comprimés,
les molécules synthétisées chimiquement ou extraites de plantes sont facilement absorbées
par l'intestin. Leur petite taille (inférieure a 1000 Da) leur permet de pénétrer dans les cellules
et facilite I'interaction avec la cible biologique intracellulaire. La plupart de ces molécules sont
non immunogeénes et sont rapidement éliminées de l'organisme par métabolisation.

Cependant, ces molécules présentent un risque de toxicité spécifique au principe actif ou a
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ses métabolites. La compréhension des mécanismes d’action est une phase importante pour
connaitre les effets pharmacologiques qu’ils vont induire. Certaines molécules chimiques vont
avoir des effets physiques, modifier la consistance ou le temps de transit, d’autres vont se lier
a des récepteurs, enzymes ou canaux ioniques. La plupart du temps, ces molécules ont un

effet inhibiteur (Zhou et al. 2019).

Les traitements par les molécules chimiques contre les MICI ont d’abord été les
corticoides et les immunosuppresseurs (azathioprine, 6-mercaptopurine et méthotrexate). Le
suivi des malades a montré que la majorité des patients ayant eu une MICI ont développé un

cancer qui pouvait étre lié a I'utilisation de ces traitements (Pithadia et Jain 2011).

Les traitements du cancer ont pour objectif d’entrainer la mort des cellules tumorales.
Les actions sur les enzymes sont également recherchées pour bloquer la progression des
cancers. Dans le cas du cancer colorectal, la chirurgie constitue le traitement de référence et
peut étre associée a de la chimiothérapie dans les cas les plus séveres. Néanmoins, les
chimiothérapies ne sont pas spécifiques des tissus tumoraux et vont également agir sur les
cellules saines (Johdi et Sukor 2020). C'est pourquoi, de nouvelles voies thérapeutiques
s’appuient sur les caractéristiques de la tumeur et de son microenvironnement pour limiter

I’exposition des tissus sains lors du passage du principe actif vers la zone pathologique.
1.1.2. Les Anticorps

Ces vingt dernieres années, la recherche médicale s’est concentrée sur le développement
de biomolécules telles que les anticorps monoclonaux (AcM). Les AcM sont des protéines
d’affinité produites par le systeme immunitaire qui sont capables de reconnaitre tres

spécifiguement une cible, ce qui font des anticorps un candidat médicament intéressant.

Role des anticorps_ Les anticorps sont des complexes glycoprotéiques aussi appelés
« immunoglobuline » (Ig) faisant partie du systtme immunitaire. Certains xénobiotiques
pathogenes peuvent étre éliminés par phagocytose directement aprés complexation
d’anticorps autour d’eux. Des anticorps neutralisants peuvent éliminer les cellules altérées par
les xénobiotiques ou contenant les xénobiotiques en se fixant sur les antigénes

spécifiguement exprimés a la surface des cellules (Megha et Mohanan 2021).

Fonctions des anticorps_ Les fonctions dépendent de deux zones fonctionnelles Fab

(Fragment Antigen Binding) et Fc (Fragment cristallisable). La fraction Fab est responsable de
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la reconnaissance de I'antigéne. La fraction Fc a une fonction effectrice impliquée dans le
transport de I’anticorps, I'activation du Complément et I'activation de la cytotoxicité a
médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (N. A. Pereira et al. 2018; X. Wang,
Mathieu, et Brezski 2018). Le fragment particulier FcRn chez I'adulte est impliqué dans le
recyclage au niveau digestif des IgG, ce qui permet d’augmenter leur durée de vie dans un
milieu riche en molécules du non-soi. L’anticorps est capable de réaliser des liaisons de
différentes natures favorisant le couplage avec des toxines, cytokines, radioéléments,
peptides, ce qui en fait un « véhicule » idéal pour amener le principe actif jusqu’a la cible
(Birrer et al. 2019). Les AcM utilisés comme agents thérapeutiques couvrent de nombreux
domaines de la médecine dont la transplantation, I'auto-immunité, I'allergie et les tumeurs

(Bohmig et al. 2019; Wood 2017).

Structure des anticorps_ Ces glycoprotéines sont composées de 4 chaines polypeptidiques
homologues deux a deux. D’un point de vue structure 3D, I'immunoglobuline est formée de 2
chaines lourdes (heavy chain — H) et 2 chaines légéres (light chain —L). Les chaines homologues
sont reliées deux a deux par des ponts disulfures nommés chaines intercaténaires. Les chaines
lourdes et légeres s’organisent en domaine de 110 AA environ reliés par des ponts disulfures
intracaténaires (G. Fan et Li 2018). La chaine lourde possede 3 domaines constants (CH1, CH2
et CH3) et un domaine variable (VH) tandis que la chaine légére ne possede qu’un domaine
constant (CL) et domaine variable (VL). Ces domaines sont riches en sucres a I'exception du

domaine CH2, ce qui le rend particulierement flexible (Stanfield et Wilson 2014) (Figure 12).

La séquence CDR (complementarity determining regions) des domaines VH représente la
zone d’interaction privilégiée de I'anticorps avec son antigene. Les liaisons Paratope (CDR de
I’anticorps) — Epitope (CDR de I'antigene) sont des liaisons faibles réversibles de natures
hydrogenes, non covalentes, hydrophobes ou électrostatiques. Un anticorps possede 2
paratopes identiques lui permettant de lier deux structures antigéniques identiques par

anticorps (Fernandez-Quintero et al. 2019).

Les anticorps thérapeutiques sont produits chez les mammiferes, or la réponse
immunitaire est responsable d’effets secondaires importants. Afin de pallier a ces problemes
d’immunogénicité non recherchés, des IgG chimériques puis humanisées ont été développées

par la méthode d’hybridome créée en 1984 par Georges Kdhler et César Milstein.
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Figure 12. Structure et évolution des immunoglobulines. Figure inspirée de G. Fan et Li 2018

Mécanisme d’action des anticorps_ La réponse immunitaire se découle en trois phases : la
phase de reconnaissance et de fixation au xénobiotique quand cela est possible, la phase
effectrice et la phase de recrutement de cellules immunocompétentes. La présence de
domaines variables a I'extrémité des anticorps permet la fixation spécifique des antigenes
(Kapingidza, Kowal, et Chruszcz 2020). Cette spécificité antigéne-anticorps particuliere
s’effectue sur des récepteurs membranaires ou cellulaires de bactéries, virus, toxines afin d’en
contréler I'action. En se liant aux pathogenes, les anticorps peuvent alors neutraliser les effets

déléteres et favoriser leur élimination.

Une fois I'antigéne du pathogéne reconnu par la partie Fab, I'anticorps a pour objectif
d’activer ses fonctions biologiques effectrices. La figure 13 détaille cette activation du
Complément par la voie classique et lytique principalement utilisée pour éliminer les

xénobiotiques pathogénes (Harboe et al. 2004).

L'utilisation d’AcM en thérapie n’est pas sans rencontrer des problemes d’effets
secondaires, d’efficacité non ciblée (leur haut poids moléculaire rend difficile la pénétration
des tumeurs solides), de pharmacocinétique (demi-vie longue, faible élimination),
économique (colt de développement trés important) et de production (systéeme eucaryote)

(van Tetering et al. 2020). Les AcM sont des glycoprotéines complexes qui nécessitent des
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modifications post-traductionnelles (glycosylation) qui ne peuvent étre effectuées que chez
les eucaryotes. Or, le rendement de production des eucaryotes est un frein pour une
utilisation thérapeutique généralisée. C'est pourquoi, d’autres alternatives aux anticorps ont

émergé ces derniéres années.
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Figure 13. Activation du complément par la voie classique

Le vecteur idéal, pour dispenser un traitement, doit étre éliminé rapidement de
I'organisme et étre retenu suffisamment longtemps au niveau de la cible pour que I'action
puisse étre délivrée. Majoritairement administré par voie intraveineuse, nous avons vu dans
le premier chapitre que le médicament est soit filtré dans les riens (clairance rénale) soit
métabolisé et filtré au niveau du foie (clairance hépatique). La clairance est désignée comme
le temps nécessaire pour éliminer une substance de I'organisme. La filtration glomérulaire est
soumise a la taille des molécules. Seules les molécules ayant un poids moléculaire compris
entre 30 et 70 kDa pourront étre éliminées sans devoir prolonger leur temps de circulation
dans l'organisme pour étre métabolisées. La diminution de la taille du vecteur est donc un
point clé pour améliorer la clairance de la molécule. De nombreuses alternatives aux anticorps

ont ainsi été créées selon ce principe.
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1.2. Les protéines thérapeutiques alternatives
1.2.1. Les fragments d’anticorps

Les anticorps sont sensibles a certaines protéases comme la papaine et la trypsine. Une
coupure entre les domaines CH1 et CH2 sépare les fractions Fc (50k Da) et les deux fragments
Fab (55kDa). Les fragments Fab/fab’ conservent leurs propriétés de reconnaissance et fixation
a I'antigéne tout en ayant une meilleure clairance sanguine puisque leur taille est diminuée.
La réduction de taille réduit également le nombre de paratope disponible. Afin de garder la
bivalence un fragment F(ab’), de 110 kDa et un fragment pFc’ sont obtenus avec I’enzyme IdeS
(enzyme dégradant les immunoglobulines de Streptococcus pyogenes). Les régions variables
des chaines lourdes et légeres peuvent étre isolées pour former un fragment variable Fv
(28kDa), qui ne fait plus que la moitié de la taille du fragment Fab. Une modification de ce
fragment en scFv lui permet d’avoir une chaine en AA unique tout en conservant la spécificité
originale de l'immunoglobuline mére. Il s’agit de la fusion des VL et VH reliés par un

polypeptide.

Une fois que les fragments entrent dans la circulation sanguine, ils sont éliminés
rapidement du fait de leur petite taille. Donc une ingénierie des anticorps a vu le jour pour
conserver la faible taille et allonger la demi-vie dans le sang (Kontermann 2011). Il faut
néanmoins prendre garde a ne pas diminuer l'affinité de liaison du fragment modifié. Les
modifications des fragments pour apporter une meilleure affinité concernent surtout les CDR.
Les méthodes de mutagenése ciblée ou aléatoire générent des bibliotheques de CDR qu’il est
possible de cribler pour sélectionner les CDR les plus affins aux antigénes (W. P. Yang et al.
1995). La région déterminant la complémentarité est constituée de 3 domaines (CDR1 a 3)
(Schier et al. 1996). Améliorer la capacité de liaison augmente la spécificité de ciblage, ce qui
redirige les cellules immunitaires vers les cellules infectées et donc améliore I’élimination des

agents pathogenes.

Un autre moyen d’augmenter cette affinité est de doubler la spécificité de liaison ou des
liaisons avec deux antigenes différents. Le fragment F(ab’). bispécifique offre la possibilité
d’étre lié a deux antigenes différents en modifiant la spécificité d’'un des paratopes. Les

minibodies (80 kDa), eux, sont constitués de deux scFv et du domaine CH3 liés par des ponts
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disulfures ce qui permet d’étre bispécifique et d’avoir une fonction effectrice (activation du

Complément, ADCC) (Figure 14).

AV

Fabs F(ab")2 tribodie Fab'
Anticorps =165 kDa =110 kDa =75 kDa =55 kDa
conjugué
Anticorps scFv-Fc minibodie diabodie scFv
bispécifique
150 kDa 100 kDa 80 kDa 55 kDa 28 kDa
ti2= 110h ti2= 12h ti2= 5h ti,2= 6h t1/2= 2h

Figure 14. Structure schématique des fragments d’anticorps et les effets sur la taille (kDa) et
le temps de demi-vie biologique (t1/2). Figure inspirée de Holliger et Hudson 2005

1.2.2. Les nanobodies

Les anticorps ne sont pas les seules protéines de lI'immunité capables de se lier
spécifiguement a un antigéne. Il a été découvert en 1989 chez les camélidés et les
Chondrichtyens (requins, raies, poissons cartilagineux) des anticorps dépourvus de chaines
légéres. Ces structures de 110 AA, d’une taille de 12 a 15 kDa appelées heavy-chain antibodies
(HCADbs) sont constituées de deux domaines constants (CH2 et CH3) et d’'un domaine variable
a chaine lourde (VHH). Comme pour les IgG, les HCAbs s’organisent en 2 chaines de
polypeptides homologues liées par des ponts disulfures (Figure 28) et possedent une grande

diversité d’affinité semblable a celles des anticorps conventionnels.

Suite a ces découvertes, une nouvelle classe de protéines d’affinité composée
uniguement de la VHH du HCADbs a été créée : les Nanobodies (Nb) ou single domain antibody
(sdAb). Comme pour les anticorps humains, le VHH est composé d’une région hypervariable

CDR (CDR1 a 3). Cette région confere la reconnaissance a lI'antigéne grace a des boucles
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regroupées sur une face de la molécule coté N-terminale (Nord et al. 1997). Les 3 boucles qui

composent les 3 CDR relient les 4 feuillets B de la structure (Figure 15).

-
()
4

Anticorps humain conventionnel Anticorps de camélidé

Figure 15. Structure d’un anticorps humain et de camélidé
Les domaines variables (VHH) de chaque molécule d'anticorps sont représentés en jaune et le site de

combinaison des antigenes (CDR) est indiqué par une case rouge.

De faible taille, les Nb ont une capacité a pénétrer dans les tissus supérieurs aux scFv et
aux AcM rendant possible I'interaction avec des épitopes jusque-la hors d’atteinte (De Genst
et al. 2006). La liaison du paratope avec des épitopes de forme concave est maintenant
possible. De plus, les VHH ont une homologie avec les VH tres forte, ce qui limite
I'immunogénicité et en font des candidats intéressants comme vecteur. En raison de leur
structure simple, des modifications par ingénierie ont été envisagées comme la création de
multiméres hétérospécifiques. Un Nb multimérique peut alors se lier a plusieurs antigénes
différents. En plus d’une simplicité de structure, les Nb sont remarquablement stables a des
conditions physico-chimiques extrémes. C'est pourquoi, le couplage des Nb avec des
radionucléides, peptides et autres molécules est envisageable pour des applications de
diagnostic et de thérapeutique (Flicker, Zettl, et Tillib 2020). Enfin, la production des Nb est

plus aisée puisqu’il est possible de les réaliser en systéme procaryotes (E. coli par exemple).
1.2.3. Les protéines d’échafaudages

Les possibilités thérapeutiques augmentent d’année en année avec une nouvelle
catégorie de médicaments appartenant aux protéines d’échafaudages, qui ne sont pas des
immunoglobulines, telles que les DARPins, les aptameres, les affimeéres, les FN3 monobodies,
les affilines, les affitines ou nanofitines, les avimeéres, les nanoCLAMP et autres protéines a
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fortes affinités contre des antigenes (Figure 16). La littérature dénombre une cinquantaine de
protéines d’affinité non issues des immunoglobulines. Dans cette partie, nous ne serons pas
exhaustifs et nous prendrons comme exemple les protéines d’échafaudages ayant permis des

avancées dans le traitement du cancer colorectal (CCR).
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Figure 16. Représentation des protéines d’échafaudages impliquées dans le ciblage
thérapeutique

Le développement de ces nouvelles protéines d’échafaudages ou « scaffolds » combine
des propriétés d’affinités, de simplicité structurale, de stabilité, de facilité de production, de
petite taille et de résistance aux conditions physico-chimiques extrémes. De maniére générale,
elles sont composées d’une seule chaine peptidique sans résidu de cystéines. Leurs séquences
sont hautement conservées et avec un enchainement polypeptidique trés similaire. Seules
guelgues AA sont hautement variables ce qui facilite I'insertion, la délétion ou la substitution
d’AA sans altérer leur structure ou leurs fonctions. Il est important de noter que toutes ces
protéines sont issues de bibliothéques synthétiques. Par conséquent leur génération se fait

sans utiliser d'animaux.

Les affibodies_ Une affibody dimérique dirigée contre la partie extracellulaire de I'EGFR
produit une réduction faible, mais significative du taux de survie des cellules cancéreuses dans
les CRC. Ces protéines dérivent du domaine B de la protéine A de S. qureus. Les affibodies,
composés de 58 AA (6 kDa) organisés en 3 hélices a rapprochées, ont une forte affinité

naturelle pour le domaine Fc des IgG ainsi qu’une légére affinité pour le fragment Fab (Nord
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et al. 1997). Des premieres mutations réalisées sur cette protéine ont conduit a la formation
d’un variant nommé domaine Z de plus forte affinité pour le fragment Fc, mais sans aucune
affinité pour les fragments Fab (Lofblom et al. 2010). Des mutations volontairement
introduites au niveau des hélices 1 et 2 du domaine Z ont permis d’améliorer la stabilité des

affibodies lors de conditions de température et pH extréme.

Les aptaméres_ Ce sont des oligonucléotides d'ARN ou d'ADN de 20 a 80 bases et de 6 a 30
kDa. L'utilisation des aptameéres a été montrée pour le diagnostic des maladies, la bio
détection et I'administration de médicaments dans le traitement de cancer. Ils sont peu
immunogenes, pénetrent mieux les tumeurs avec une diffusion homogene dans les sites
tumoraux et ont une plus longue conservation. Les aptameres se comportent comme de tres
bons vecteurs lorsqu’ils sont couplés avec des siRNA, des médicaments antitumoraux ou des
enzymes (Fu et Xiang 2020; Sivakumar et al. 2019). Les aptameéres se fixent sur des récepteurs
a la surface des cellules et libérent les agents thérapeutiques qui vont étre internalisés par la
cellule par endocytose (Wan et al. 2019; H. J. Kim et al. 2020). La répression de la transcription
de c-myc et de la cycline D1 dans les cellules cancéreuses de célon par un ARN de haute affinité
a conduit a un arrét du cycle cellulaire. Une étude menée chez la souris a montré qu’avec
I"utilisation d’'un aptamere, il a été possible d’empécher le développement de métastases de
cellules cancéreuses humaines dans le foie de la souris (Y. J. Lee et al. 2012). Enfin, des
aptameres ont montré leur efficacité comme vecteur ciblé pour I'administration de la
doxorubicine aux cellules tumorales, car une faible toxicité pour les cellules non ciblées a été

relevée (Macdonald et al. 2020).

Les DARPins_ Les macromolécules « Designed Ankyrin Repeat proteins » sont caractérisées
par une structure a répétition d’ankyrine (14 a 21 kDa). Constituées de 2 a 5 répétitions
d’ankyrine entre un module N-terminal et C-terminal, les DARPins sont capables d’interagir
avec des protéines impliquées dans l'initiation de la transcription, la régulation du cycle
cellulaire, le transport d’ions ou encore la transduction de signaux. Un motif représente 33 AA
structurés en 2 hélices a antiparalleles précédé d’un coude B et suivi d’'une boucle faisant le
lien avec le motif suivant (Kawe et al. 2006). Des modifications au niveau de 7 AA et I'ajout
d’'une deuxiéme boucle peptidique favorisent une meilleure flexibilité et augmentent la
surface d’interaction. Le rendement de production de ces protéines d’échafaudage est

particulierement intéressant puisqu’il peut atteindre 200 mg de protéine par litre de culture.
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Du point de vue thérapeutique, des DARPins multimériques avec une affinité de 'ordre du
nanomolaire ont été congues comme anti-EGFR pour inhiber la prolifération cellulaire (D.
Steiner, Forrer, et Plickthun 2008). Deux DARPins se liant a des épitopes différents et une
leucine zipper sont capables de réduire le nombre de récepteurs de surface du facteur de
croissance épidermique (EGFR) en inhibant le recyclage du récepteur, ce qui conduit a une
réduction de la viabilité cellulaire (Soto-Gamez et al. 2020 ; Boersma et al. 2011). Cette DARPin

montre de meilleurs résultats que le cetuximab, un AcM chimérique.

Les anticalines_ Les lipocalines constituent des protéines plasmatiques naturelles solubles et
abondantes dans le corps humain. La technologie des anticalines permet de générer
facilement des variants de lipocalines qui présentent une affinité élevée (picomolaire) contre
un large éventail de structures cibles (des macromolécules aux hapténes de faibles poids
moléculaires) (Vogt et Skerra 2004). Bien qu’elles aient une faible similarité dans leur
séquence en AA, les lipocalines ont une homologie de leur structure tertiaire extrémement
conservée. D’une taille de 160 a 180 résidus, les lipocalines sont organisées en barillet B
(constitué de 8 brins B antiparalléles disposés circulairement) et d’'une hélice a. Les brins du
barillet B sont reliés par des boucles (1 a 4) qui forment la poche de liaison (Michaela Gebauer
et Skerra 2012). La structure des boucles est la partie variable de cette protéine a I'instar du
CDR des AcM. Les anticalines représentent donc des lipocalines adaptés in vitro. Les
anticalines font I'objet de recherches pour une variété d'applications comme des traitements
contre le cancer, I'asthme, I'anémie et les troubles métaboliques. De nombreuses anticalines
font actuellement I'objet d’études cliniques en raison de leurs faibles effets secondaires

attendus (Deuschle, llyukhina, et Skerra 2021).

Les affiméres_ Provenant de la protéine humaine stefin A ou de la protéine végétale
phytocystatine, les affiméres sont constitués de 4 feuillets B et une hélice a. Les affimeres
sont une chaine polypeptidique de 98 AA (Hoffmann et al. 2010). Les boucles reliant les
feuillets B sont le lieu d’interaction privilégié avec la cible. Un ensemble d’affimére a pu étre
développé contre des cibles variées grace a la haute variabilité des boucles. En ciblant le
VEGFR2, une protéine clé dans la formation de vaisseaux sanguins des tumeurs, I'affiméere est
un nouveau moyen de ciblage (Nord et al. 1997). De plus, il montre une efficacité de coloration
similaire a celui d'un anticorps anti-VEGFR2 déja commercialisé. La sensibilité accrue dans les

marquages histochimiques s'explique par une meilleure capacité a pénétrer dans les tissus
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suite a la plus petite taille de I'affimere. De plus, la capacité des affimeres a étre modifiées sur
un site spécifique permet d’ajouter un fluorophore par I'ajout d’une cystéine. L'utilité des
affimeres a donc été montrée pour la détection de biomarqueurs tumoraux dans les tissus et

la bio-imagerie (Tiede et al. 2017).

Les monobodies_ Leur structure est basée sur le domaine de type lll de la fibronectine, c’est-
a-dire une structure en feuillets  composée de 7 boucles a I'enchainement en AA tres variable
permettant la reconnaissance et la fixation a diverses cibles (A. Koide et al. 1998). Deux
bibliothéques de monobodies ont été créées, la premiére avait des modifications sur les
boucles soit au niveau du site d’interaction, la deuxiéme diversifie les AA au niveau d’un
segment du feuillet B. Cette nouvelle bibliothéque a permis de créer des monobodies avec
une surface de liaison concave, augmentant I'éventail des cibles disponibles a la sélection

(protéine-protéine) (Akiko Koide et al. 2012).

D’autres protéines d’échafaudages sont mentionnées pour lutter contre le CCR. En 2009,
I’Ecallantide, une protéine d’échafaudage basée sur le domaine de Kunitz (domaine actif d’'une
protéine qui inhibe les protéases), a été développée cliniquement puis approuvée par la FDA.
Un médicament contre VEGFR2 cette fois est en essai clinique de phase Il, il utilise I’Adnexin
comme protéine d’échafaudage. La fonctionnalisation d’un nanobody avec un aptameére qui
cible EpCAM, un biomarqueur du cancer colorectal, a permis de délivrer de maniére spécifique
le curcumin aux cellules cancéreuses de cblon. Dans leurs essais, la bioconjugaison de
différentes protéines d’échafaudage augmente les interactions avec les cellules cancéreuses.
La bioconjugaison pourrait étre une des clés permettant de surmonter la résistance aux

médicaments.

Si l'utilité des protéines alternatives aux anticorps est évidente pour la détection de
nouveaux biomarqueurs thérapeutiques (Tans et al. 2020), les protéines d’échafaudages ont
des atouts dans d’autres domaines. Leur forte affinité leur permet de remplacer les anticorps
dans les marquages des coupes histochimiques et les marquages de fluorescence pour la
microscopie (Bedford et al. 2017). Lorsqu’elles sont fixées sur un support, leur capacité
sélective encourage leur utilisation dans les processus de purification sur colonne. Dans ce
domaine, une nouvelle famille de protéines alternatives aux anticorps s’illustre : les affitines

et les nanofitines.
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1.2.4. Les affitines comme outils diagnostique et thérapeutique

Issues des protéines de la famille Sac7d, Sul7d et SSo7d, les affitines et nanofitines sont
deux classes de protéines qui dérivent des archées Sulfobolus acidocaldarius vivant dans les
sources hydrothermales du Parc de Yellowstone. Constituées d’une chaine polypeptidique de
66 AA sans pont disulfure, elles comportent une hélice a et 5 segments de feuillet B (Kruziki
et al. 2015) (Figure 17). La cristallographie de ces protéines montre une architecture de type
SH3-similaire. Les archées sont capables de résister aux conditions particulierement extrémes

des sources hydrothermales grace au repliement compact en forme de tonneau des protéines.

Figure 17. Structure de I'affitine H4 avec I’hélice alpha en rouge et les 5 segments de feuillet
béta en magenta (Pymol)

Chez les archées, ces protéines jouent le réle de stabilisateur de la chromatine protégeant
de ce fait de la dénaturation de I’ADN sous I'effet de la chaleur. La stabilité chimique et
thermique a été démontrée pour Sac7d (pH 0 a 12 et Tm=90,4 °C) et pour Sso7d (pH 0 a 13 et
Tm= 100,2 °C). La sélectivité de I'affitine pour ’'ADN double brin peut étre modifiée lors de
mutations localisées sur les segments B. La création de séquences homologues avec 10 a 14
AA mutés aléatoirement et I'extension de la boucle terminale constitue la bibliothéque de

variants.

Pour réaliser cette bibliotheque, deux méthodes d’ingénierie protéique sont possibles. La
conception rationnelle nécessite des connaissances approfondies de la structure et de
I’enchainement en AA. La modification spécifique de quelques résidus par mutagenése
dirigée permet de donner une fonction précise a la protéine. La mutagenése dirigée peut
utiliser des oligonucléotides ou des nucléases. Les protéines sont des macromolécules aux

interactions complexes pour lesquelles nous n’avons pas toujours les connaissances
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suffisantes pour comprendre le lien entre la séquence primaire et la structure 3D finale. Dans
ce cas, 'emploi de I'évolution dirigée est plus indiqué. Ce concept a pour but de mimer
I’évolution naturelle de fagon accélérée. Un géne codant pour une protéine subit plusieurs

cycles de mutations aléatoires afin de générer une grande quantité de variants.

Le lysozyme et I'immunoglobuline G ont été choisis comme premiéeres cibles pour évaluer
le potentiel de liaison des affitines de la bibliotheque. Les protéines ont ensuite été
sélectionnées sur leur capacité a se lier a une cible précise par des méthodes de sélection in

vitro telles que le ribosome display, phage display, mRNA display, CIS display.

Le principe du ribosome display est de supprimer le codon-stop ce qui conduit le ribosome
a s’arréter a I'extrémité de I’ARNm apreés la traduction de la protéine, empéchant le complexe
traductionnel d’étre libéré. Les protéines traduites vont se replier hors du ribosome. L'ARNm,
le ribosome et la protéine traduite vont former un complexe non covalent qui sera alors
possible de cribler sur des cibles immobilisées (colonne de chromatographie d’affinité, plaque
96 puits ou billes magnétiques). En raison d’une fragile stabilité de ce complexe, il est facile
de séparer les éléments du complexe pour ne garder que ’ARNm (Figure 18). Les séquences
individuelles sont récupérées par transcription inverse. La banque d’ADN initial est donc
remplacée au fur et a mesure des tours de cycle par des séquences de plus en plus affines

pour la cible recherchée (Park, Lui, et Cochran 2017).

Par ce principe de ribosome display, il a été généré de nombreuses affitines avec des
affinités de I'ordre du picomolaire (Kalichuk et al. 2020). Des affitines provenant de la famille
Sso7d ont permis d’obtenir des protéines de plus grande stabilité que les protéines
homologues de la famille Sac7d (Béhar et al. 2014). Des travaux récents font I’état d’une
protéine AhO7c de la famille Sul7d, qui conserve une stabilité thermique (Tm=96.8 °C) et
chimique (pH 0 a 13) importante malgré la perte de 6 AA (Kalichuk et al. 2016 ; M. Gebauer
et Skerra 2019). La sélection et la caractérisation d’affitine appartenant a la famille Sul7d a
permis de produire des affitines dirigées contre une grande diversité de cibles protéiques
présente a la surface de cellules animales (lysozyme de poulet), de cellules humaines (IgG,
CD138, EpCAM, B-caténine), de plantes ou de bactéries (streptavidin, pulD) (Pacheco et al.
2014 ; Kalichuk et al. 2018a ; Buddelmeijer et al. 2009 ; Béhar et al. 2019).
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Figure 18. Méthode de sélection in vitro par Ribosome Display

En raison de leur petite taille et de leur grande stabilité, les affitines/nanofitines sont

faciles d’ingénierie et offre de nombreuses applications :

Les nanofitines peuvent facilement jouer le réle de vecteur en imagerie. En effet, avec
I'ajout d’une cystéine a I'extrémité C-terminale, il devient possible de greffer un fluorophore
ou un radionucléide grace au groupement thiol (SH) disponible. Des applications ont été
trouvées avec une une nanofitine anti-lysozyme-8F pour I'imagerie TEP (Dammicco et al.
2017). D’ailleurs grace a leur poids moléculaire inférieur a 20 Da, la pénétration tissulaire est
meilleure que celle des AcM. Le marquage avec la GFP a été réalisé sur des Nanofitines anti-

TNFa et anti-PulD pour améliorer I'imagerie optique (Huet et al. 2015).

Les affitines peuvent servir d’outils de détection in vitro ou de méthode de purification
(Béhar et al. 2016). Une résine contenant des affitines anti-IgG a été immobilisée sur une
colonne de chromatographie. A I'aide des interactions spécifiques de I'affitine avec la partie
Fc des IgG, il est alors possible de retenir les IgG et d’éliminer les autres constituants d’un
mélange. La fixation réversible des IgG leur permet d’étre éluées facilement. Par ajout d’une

étiquette d’hexa-histidine aux affitines, celles-ci peuvent étre fixées sur une couche de
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phosphonate de zirconium. Cette technologie permet la création de puces sur lesquelles une
forte densité de protéines fonctionnelles est immobilisée (Cinier et al. 2009). Comme les
affitines ont la capacité d’étre bifonctionnelles, le site de reconnaissance reste libre pour la
fixation de ligand. La capacité de fixation a d’autres protéines en méme temps que
I'immobilisation a donné des applications pour le Western-blot et les ELISA (Béhar et al. 2019).
La fusion de la GFP (green fluorescent protein) ou de la phosphatase alcaline avec des affitines
n’entraine pas de modification de la structure et donc n’impacte pas la spécificité de liaison,
c’est pourquoi elles ont été employées également a des fins d'immuno-localisation dans des

tissus (Miranda et al. 2011 ; Krehenbrink et al. 2008).

Les affitines sont avant tout développées dans le but de servir de traitement
thérapeutique. Certaines de ces protéines pourraient servir comme inhibiteur enzymatique
anti-glycosidases (CelD ou lysosyme de poulet) (Correa et al. 2014a) ; permettraient de lutter
contre les résistances aux antibiotiques avec les anti- Escherichia coli, Streptococcus
gallolyticus, Staphylococcus aureus ou encore Klebsiella oxytoca (Béhar et al. 2019); aideraient
a diminuer les actions non ciblées en oncologie en provoquant une réponse biologique et
permettant une plus grande accumulation de nanoparticules lipidiques transportées au
niveau du tissu cancéreux. Les caractéristiques physico-chimiques surprenantes des affitines
permettent d’envisager leur utilisation dans des maladies inflammatoires du tractus digestif
(anti-TNFa), mais également dans les maladies liées au vieillissement comme la
dégénérescence maculaire lié a I'age (anti-VEGF) (Projet NanoFar 2014-06-C3)(Huet et al.
2015). La génération d’affitines a généré de nombreux brevets qui sont exploités par

I’'entreprise Affilogic créée en 2010. Certaines sont en cours d’essai clinique.

Capables de se fixer sur des anticorps, des antigénes exprimés a la surface de cellules
tumorales et des protéines circulantes, les affitines représentent une nouvelle classe de
protéine d’intérét majeur. Outre le réle grandissant des affitines dans I'arsenal thérapeutique
et diagnostique, l'ingénierie protéique confére des qualités supplémentaires que ne
possedent pas les AcM. La production en systéme bactérien (E. coli) en majorité permet
d’obtenir des rendements de production supérieurs aux AcM (de 10 a 200 mg par litre de

culture) avec un co(t bien inférieur.
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2. Les polluants : ces xénobiotiques cachés que nous consommons

A l'inverse des médicaments, les polluants sont des xénobiotiques qui peuvent présenter
des effets non souhaités sur I'organisme humain. Les polluants représentent une tres grande
famille de composés naturels ou artificiels introduits par I’'Homme dans I'environnement et
qui modifient les écosystémes. Il faut distinguer les polluants biologiques (champignons,
bactéries, algues, parasites), les polluants physiques (irradiation, lumiere, bruit, chaleur), des
polluants chimiques (pesticides, perturbateurs endocriniens, plastiques, détergents,
cosmétiques et résidus de médicaments). Dans cette partie, nous allons comprendre I'intérét

de s’interroger sur les effets des polluants pour la santé humaine.

2.1. Une diversité de polluant a I'origine d’une toxicité environnementale
2.1.1. Les sources de pollutions

L'origine des pollutions est diverse, elle peut étre naturelle avec le dégagement de gaz
engendré par l'activité volcanique et les feux de foréts ou bien étre liée a l'activité de
'Homme. Les sources fixes qui concernent les raffineries de pétrole, les installations
industrielles et les usines s’opposent aux sources mobiles qui concernent I'ensemble des
moyens de transport. En 2012, le Centre International de Recherche sur le Cancer (CIRC) a
classé les particules émises par les moteurs diesel comme cancérogénes. Une autre source, et
pas la moindre, provient des villes et des activités agricoles, cette part compte pour 94 % de

la pollution atmosphérique (Chiffre de CITEPA 2019).

Les polluants sont distingués en fonction de leur persistance dans I’environnement. Les
pollutions primaires émises directement par la source (I'oxyde nitrique, le dioxyde de soufre,
les hydrocarbures) persistent sans modification et sont peu toxiques. Par contre, les pollutions
secondaires issues de l'interaction des polluants primaires avec les composés atmosphériques
(trioxyde de soufre, dioxyde d'azote, aldéhydes, cétones, ozone) sont plus toxiques. Certains
polluants sont biodégradables, ils sont décomposés rapidement par des processus naturels
(champignons, réactions chimiques) ou des systémes de traitement, comme c’est le cas avec

les eaux usées traitées en station d’épuration (Figure 19).
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Figure 19. Les sources de pollution émises dans I'environnement

Les polluants non dégradables sont la plus grande source de préoccupation puisqu’ils

s'accumulent et entrent dans les chaines alimentaires de [I'écosysteme. Le
dichlorodiphényltrichloroéthane (DDT) est un insecticide et acaricide utilisé dans les maisons
pour lutter contre les allergies ou par les militaires pour lutter contre le paludisme. Lorsqu’il
se retrouve dans les cours d’eau, il va étre absorbé par le phytoplancton qui est lui-méme
mangé par les poissons. Le danger est la bioaccumulation chez le poisson qui devient nocive

pour 'espece, entrainant des stérilités et la diminution des populations.
2.1.2. Classification des polluants

Les hydrocarbures_ Depuis la révolution industrielle, les hydrocarbures constituent la
principale ressource énergétique, leur combustion est une source majeure de la pollution
atmosphérique. lls participent a I'émission de gaz a effet de serre responsable du

réchauffement climatique. Les accidents de type marée noire polluent les océans, les
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dispersants chimiques employés pour éliminer les nappes de pétrole présentent une menace
pour la vie aquatique (réduction de la photosyntheése des micro-organismes marins). Or
I’'absorption grandissante de CO; acidifie les océans et détruit les récifs coralliens, ce qui nuit
au développement des coquillages, crustacés et micro-organismes a la base de la chaine

alimentaire (Landrigan et al., 2020).

Les matiéres azotées et phosphorées_ Les épandages agricoles riches en matiéres azotées et
phosphorées et les rejets industriels dans les cours d’eau sont a I'origine de I’eutrophisation
des lacs. Les algues recevant en trop grandes quantités les matieres nutritives proliférent a
I’exces et recouvrent les surfaces des lacs. L’oxygene absorbé en grande quantité lors de la
décomposition provoque une asphyxie de I'écosysteme aquatique (Paul, Bhattacharya, et

Gogoi 2021).

Les pesticides_ Principalement utilisés pour I'agriculture et I’entretien des voiries, ils sont
répandus volontairement pour lutter contre les organismes nuisibles qui affectent les cultures
et plantations. Les biocides ont pour but d’éliminer les animaux (insecticides, rodenticides)
tandis que les produits phytosanitaires s’attaquent aux plantes (herbicides), champignons
(fongicides) et bactéries (bactéricides). Les composés de synthése carbamates, pyréthroides,

organophosphorés sont trés toxiques chez les vertébrés.

Le glyphosate, un herbicide largement utilisé en agriculture, affecte la composition de
la microflore du sol en supprimant certains micro-organismes et en favorisant d'autres dans
la rhizosphére (Kremer et Means 2009). Ces modifications des populations bactériennes ont
été également observées dans le tractus digestif (Shehata et al. 2013). La toxicité des
pesticides est liée en partie a leur formulation. En effet, la composition du Roundup comporte
le glyphosate comme principe actif et des surfactants tels que la polyoxyéthyléne amine qui
font office de tensioactif. Or la synergie des deux composés est plus toxique que le principe
actif seul. De faibles concentrations d'herbicides a base de glyphosate peuvent provoquer des
effets tératogenes et des troubles du développement chez les amphibiens deés le stade larvaire

(N. Wagner et al. 2013).

Les informations sur la toxicité des formulations de pesticides s’enrichissent de
nouvelles études pour le systeme nerveux, le systeme cardiovasculaire, les mitochondries, le

matériel génétique et les systemes hormonaux (Oakes et Pollack 1999). Une formulation
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contenant du glufosinate semble provoquer une baisse de la pression sanguine et des
changements dans la fréquence cardiaque des rats, dans les études in vivo (Koyama, Koyama,
et Goto 1997). L'effet de la formulation pour un herbicide contenant de I'atrazine a montré
une augmentation des dommages a I’ADN dans les lymphocytes humains alors que le principe

actif de I'atrazine seul n’avait pas d’effet (Zeljezic, Garaj-Vrhovac, et Perkovic 2006).

Les détergents et désinfectants_ Tous les agents de type surfactants sont des composés
chimiques (alkylsulfates, ammoniums quaternaires) qui entrent dans la composition des
produits d’entretien, du textile, de la métallurgie et des cosmétiques. L'ADEME (Agence de
I'environnement et de la maitrise de I'énergie) a publié en 2017 une étude sur I'eau de Javel
gui augmente significativement le risque d’infection respiratoire chez I'enfant. Il a été décrit
gue les détergents jouaient un réle non négligeable dans I'augmentation dans les sols de la
solubilité d’autres polluants, qui par conséquent sont plus facilement absorbables par les

organismes vivants (Venhuis et Mehrvar 2004).

Les plastiques et plastifiants_ Les plastifiants sont des molécules sous forme liquide ou solide
ajoutés a différents matériaux pour les rendre plus flexibles et plus résistants. Le Bisphénol A
et les phtalates représentent respectivement 3,8 et 6 millions de tonnes de production
annuelle mondiale (Geens et al. 2009) (Peijnenburg et Struijs 2006). Il est connu depuis
longtemps leur impact dans I’environnement en raison de leur caractére non biodégradable.
Le rejet sauvage est suspecté d’étre a I'origine de troubles de la reproduction sur I'Homme et

la faune (Deshayes et al. 2015).

Les médicaments_ Les résidus de médicaments sont éliminés dans les selles et les urines, or
leur trés petite taille leur permet de passer au travers des filtres des stations d’épuration se
retrouvant de ce fait dans les sols et les rivieres. Ces molécules étant prescrites en raison de
leurs effets sur la santé humaine, il est envisageable de penser qu’elles peuvent induire des
effets chez d’autres especes. De plus, si ces résidus se retrouvent dans les eaux de
consommation humaine, nous pouvons supposer que nous absorbons des antibiotiques,
hormones de synthese, médicaments anticancéreux, anti-inflammatoires en quantité infime.
Les risques a court terme semblent négligeables en raison des tres faibles concentrations
détectées dans les eaux en France. En revanche, les risques liés a une exposition chronique ne

peuvent pas étre exclus.
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L'utilisation d’inhibiteurs de la tyrosinase dans les produits cosmétiques présente un
impact écotoxicologique sur les organismes aquatiques qui se traduit par une diminution de
la population des poissons a nageoires (téléostes) (Cho et al. 2020). Plusieurs molécules
cestrogénes sont connues pour interférer avec la régulation des stéroides sexuels chez les
poissons. Ces perturbateurs endocriniens sont responsables de la féminisation des
populations. Par exemple, les téléostes males exposés a la molécule estrone dans les eaux
contaminées vont convertir I’estrone en estradiol, ce qui va favoriser leur féminisation (Milla,

Depiereux, et Kestemont 2011).

Les études qui s’intéressent au diclofénac, un anti-inflammatoire non stéroidien trés
prescrit, montrent qu’une trop grande exposition peut multiplier par quatre le risque
d’accident vasculaire cérébral chez 'lhomme (Schmidt, Sgrensen, et Pedersen 2018). Or
I’équipe de Francesco Bergoli explique que « plus de 10 000 km de rivieres, dans le monde
entier, contiennent des concentrations supérieures a 100 ng/L, soit au-dela du seuil d’alerte

de I"'Union Européenne » (Acufia et al. 2020).

Les expositions fortuites aux médicaments concernent aussi les antibiotiques. Dans les
pays en développement en zone urbaine, les eaux usées des ménages et des hopitaux sont
combinées dans des stations d'épuration, ce qui rassemble les feces humaines et le fumier
animal. Par conséquent, les micro-organismes présentant des résistances aux antibiotiques
sont rassemblés en un cocktail sous pression, ce qui stimule le transfert des genes de

résistance a d'autres micro-organismes (Boelee et al. 2019).

Les micropolluants_ La notion de détection des polluants dans I'environnement a mis en
évidence la présence des micropolluants qui sont rejetés en trés faibles quantités (ug/L ou
ng/L), mais qui présentent pourtant une forte toxicité liée a leur capacité de bioaccumulation.
L'accumulation des microplastiques, des métaux lourds dans les tissus engendre des effets
négatifs sur les organismes vivants, et leur persistance dans les sols et les eaux amplifie ce
phénoméne. La problématique des métaux lourds par exemple est trés forte, car ils sont
responsables d’une partie de la pollution de I'air (S. Hou et al. 2019 ; S. Yang et al. 2020), mais
sont également biopersistants. Ils détériorent les sols (appauvrissement des champs de
culture), dégradent la qualité des eaux de surfaces utilisées pour la consommation humaine,
s’accumulent dans la chaine alimentaire et perturbent les écosystémes. Certains métaux
comme le zinc, le cuivre, le magnésium et le fer sont des oligo-éléments nécessaires aux
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organismes vivants en faible quantité. lls participent aux réactions biochimiques du
métabolisme humain et des plantes, leur absence entraine donc des carences. Ces oligo-
éléments sont présents naturellement dans I'eau et les aliments. D’autres oligo-éléments ne
jouent aucun réle utile et sont par conséquent toxiques a n’importe quelle dose, c’est le cas

du plomb, du cadmium, du nickel, de I'aluminium et de I’arsenic.

Cette atteinte écologique peut avoir des conséquences indirectes pour la santé humaine.
Les métaux lourds comme le méthyl-mercure sont les polluants océaniques dont les effets sur
la santé humaine sont le mieux compris. L’'accumulation des métaux lourds dans les poissons
consommeés par les adultes augmente les risques de maladie cardiovasculaire et de démence
(Virtanen et al. 2005). Les risques sont accrus pour le cerveau en développement des

nourrissons in utero. Certains sont méme cancérigenes pour I’'Homme (Amgam et al. 2020).

2.2. Les Herbicides
2.2.1. Réglementation

Bien qu’un ensemble de mesures soit pris pour lutter contre la présence de polluant dans
I'eau de consommation humaine, les moyens déployés ne suffisent pas pour les éliminer
totalement. Des mesures ont donc été mises en place pour assurer une qualité de I'eau

constante conformément a I'arrété du 10 juillet 1996.

La qualité de I'eau consiste a mesurer et quantifier un ensemble de composés afin de
s’assurer de la conformité bactériologique et organoleptique dans le but de valider I'innocuité
de I'eau qui sera distribuée. La dureté de I'’eau est une question d’équilibre, la présence en
minéraux tels que le calcium ou le magnésium a forte concentration a l'inconvénient
d’entartrer les conduits d’acheminement de I’eau, alors qu’une eau trop douce favoriserait la
dissolution des métaux des canalisations et pourrait a ce titre entrainer des risques pour la

santé. Les taux d’aluminium (< 0,2 mg/L) et de nitrate (< 50 mg/L) sont également controélés.

La présence des résidus de pesticides et de leurs métabolites dans les eaux est encadrée
par plusieurs réglementations européennes et nationales. Le reglement UE n° 528/2012 fixe
les conditions de mise sur le marché des biocides et le réglement CE n° 1107/2009 celui des
produits phytopharmaceutiques. Les directives 2000/60/CE (DCE) et 2006/118/CE sont

relatives a la protection des ressources en eau.
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La directive 98/83/CE concerne la qualité des Eaux destinée a la consommation humaine
(EDCH). C'est elle qui définit le terme de pesticides comme « les insecticides organiques, les
herbicides organiques, les fongicides organiques, les nématicides organiques, les acaricides
organiques, les algicides organiques, les rodenticides organiques, les produits anti-moisissures
organiques, les produits apparentés (notamment les régulateurs de croissance) et leurs
métabolites, produits de dégradation et de réaction pertinents ». La réglementation indique
gu’il est nécessaire de contréler la présence de pesticides, mais ne propose pas de critére de

pertinence (qui controler, quand, ol et combien de fois).

La directive 2006/118/CE compléte la notion de pertinence des métabolites de pesticides
qui n’était jusque-la pas mentionnée. Ainsi, la caractérisation de I'état chimique des eaux
souterraines prend en compte les «substances actives des pesticides, ainsi que les métabolites
et produits de dégradation et de réaction pertinents » auxquels sont associées les normes de
qualité de 0,1 pg/L par substance individuelle et de 0,5 pg/L pour la somme de tous les

pesticides détectés.

Selon I’ANSES, la limite de qualité de 0,1 pg/L fixée dans les EDCH ne repose pas sur une
approche toxicologique et n’a donc pas de fondement sanitaire, mais a été fixée dans un
objectif de protection de la ressource. L'OMS a commencé a évaluer la toxicité des pesticides
dans les années 1980 et a donné dés 1984 des concentrations maximales admissibles basées
sur une évaluation du risque par ingestion d’eau. Les eaux dépassant la valeur limite doivent
étre utilisées uniquement sur une courte période, le temps pendant lequel les actions de
remédiation sont mises en ceuvre (ANSES, 2019). La surveillance et le contréle des rejets de

ces polluants dans notre environnement sont donc un enjeu de santé publique réglementé.
2.2.2. Les voies de transfert

Les produits phytopharmaceutiques sous I'appellation herbicide ont été développés
contre les plantes appelées « mauvaises herbes » qui poussent au milieu des champs
agricoles. Le caractére sélectif de I’'herbicide provient de sa structure chimique. C'est d’ailleurs

par le mode d’action sur la plante que les herbicides sont regroupés en famille (Annexe ).

Ces plantes qui ne sont pourtant pas nuisibles puisent les ressources du sol et diminuent
les rendements de production agricole. Leur utilisation est soumise a une régulation par le

Code Rural et de la Péche Maritime puisqu’ils font partie des pesticides. Une fois appliquées,
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ces substances vont agir contre leur cible d’action. Elles peuvent, cependant, affecter de fagon
non intentionnelle d’autres organismes, ne présentant pas de danger, au niveau du site
d’application ou a distance de ce site par transport et dispersion de résidus dans

I’environnement.

Une des pistes d’action pour limiter cette diffusion est de connaitre les mécanismes de
transfert puisqu’ils sont majoritairement liés au circuit de I’eau. L'infiltration est un processus
lent. Les résidus de pesticides solubles a la surface des sols migrent de facon verticale,
entrainés par l'eau, pour rejoindre les nappes d’eau souterraines. Lors d’évenement
particulier en cas de pluie diluvienne par exemple, le débit est augmenté, accentuant
I'infiltration, on parle alors de lessivage. Les résidus de pesticides en solution ou absorbés par
des particules peuvent aussi étre entrainés par ruissellement a la surface du sol pour rejoindre
les lacs et rivieres de surface. Tous les pesticides épandus ne sont pas piégés dans les
organismes ciblés. Une grande partie d'entre eux est dispersée dans I'atmosphére, soit lors de
leur application soit par évaporation. Les gouttelettes en suspension sont emportées par le
vent et parfois loin de leur lieu d'épandage. Les pesticides sont ainsi aujourd'hui a l'origine
d'une pollution diffuse qui contamine toutes les eaux : cours d'eau, eaux souterraines et zones

littorales (Figure 20).
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Figure 20. Processus de diffusion des polluants dans I’environnement.
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La complexité des études sur les pesticides provient de la grande diversité des produits
régulierement mis sur le marché. Il devient difficile de connaitre les mécanismes de rétention
ou de dégradation pour I'ensemble des molécules présentent sur le marché. Les parameétres
d’absorption dans les sols, de durée de vie, de toxicité des sous-produits de dégradation ne
sont pas imposés dans les réglementations. C'est une source de pollution ardue a maitriser

puisqu’elle est diffuse, par opposition a la pollution accidentelle qui est ponctuelle.

2.3. La surveillance et contrdle de la pollution
2.3.1. Les indicateurs de qualité

Le suivi de la pollution de I'eau et des sols en France est assuré par des organismes
effectuant des préléevements réguliers comme la Banque Nationale des prélevements
guantitatifs en eau (BNPE), le Service de I'observation et des statistiques (SOeS), le Bureau de

recherches géologiques et miniéres (BRGM) ou I’Agence régionale de santé (ARS).

D’apres une étude rendue publique par le Commissariat général au développement
durable « La contamination des cours d’eau en pesticides est quasi généralisée en France.
Seuls 7 % des points en sont exempts. » La qualité des eaux souterraines est régulierement

guestionnée d’autant qu’elle est utilisée pour les EDCH (Figure 21).
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Figure 21. Répartition géographique de la pollution des cours d’eau. Carte de SOeS 2013

D’aprés la BDRHFV1 du BRGM, agences de I'eau, offices de I'eau BRGM, banque de données ADES, réseaux RCS

et RCO Traitement
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Pour connaitre le degré de pollution d’'une eau et déterminer si elle est propre a la
consommation, un ensemble de parameétres sont regardés : les matiéres en suspension totale
apres filtration, la demande chimique ou biochimigue en oxygéne, et le pH. Il existe également
des bioindicateurs de la qualité chimique et écologique. L'utilisation d’organismes vivants
pour dégrader des composés est un moyen de bioremédiation alternatif quand les méthodes
classiques ne suffisent pas. De plus, avec une collecte standardisée des organismes vivants, il
est possible d’obtenir des informations sur la santé de I'écosysteme et de connaitre le type de

pollution qui I'affecte.
2.3.2. Analyse et traitement des eaux

La détection des polluants_ Les méthodes de détection utilisées pour les principes actifs de
pesticides et leurs métabolites sont basées sur la chromatographie en phase liquide couplée
a la spectrométrie de masse (Fenoll et al. 2012). Des variations sur cette base offrent des
capacités de détection plus ou moins résolutives et sensibles. Par exemple les limites de

quantification technique en LC-MS/MS sont comprises entre 0,005 et 0,02 pg/L.

La qualité d’'une analyse de I'eau implique de garantir la maitrise de I'ensemble de la
chaine de mesure depuis le prélevement jusqu’a I'expression des résultats. De nombreux biais
sont liés a la stabilité des composés testés. En effet, les produits de transformation peuvent
avoir des temps de demi- vie (t1/2) plus longs que la substance active. Par exemple I'atrazine
posséde un ti/2 de 64 jours, le métolachlore un ti1/2 de 42 jours et le diuron de 328 jours (Frank
et Sirons 1985) (Jury et al. 1987). Les analyses aprés prélevement effectué au-dela de cette

demi-vie prennent le risque d’une disparition de la molécule mére dans I'échantillon.

Les outils analytiques disponibles ne permettent pas toujours de détecter les polluants,
surtout quand ces derniers sont présents a I'état de trace et passent en dessous des seuils de
détection techniques. L'analyse des métabolites en est par ailleurs fortement impactée

puisque nous ne disposons pas a chaque fois des étalons analytiques pour chaque métabolite.

Traitement en station d’épuration_ En France environ 66 % de I'EDCH est produite a partir
d’eau souterraine et 34 % a partir d’eau de surface (données de 2012). L’ensemble des stations
d’épuration ne réalisent pas les mémes traitements, car la répartition géographique des
polluants differe selon les activités régionales. 83 % des installations font appel a des

traitements simples (désinfection et filtration a grande échelle), 12 % ont recours a des
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méthodes plus poussées (coagulation, floculation, décantation, oxydation chimique, procédé
membranaire...) en vue d’éliminer la turbidité, les algues et les contaminants d’origine

naturelle. Les 5 % restant n’ont pas besoin de recourir a des désinfectants.

L'eau captée dans les stations de pompage va étre acheminée jusqu’a l'usine de
traitement de I'eau ou elle va subir plusieurs étapes de traitement/désinfection pour étre
conforme aux réglementations en vigueur avant d’étre distribuée dans le réseau d’eau potable
des villes (Figure 22).

Coagulation/

Floculation
Pré-ozonation Décantation Inter-ozonation
Agglomération des particules. Amelioration des qualités

; Destruction des composés organoleptiques
Station de pompage ] : .
cyanures et phénols toxiques.  Elimination des boues
et micro-organismes.

Charbon actif +
Coagulation,
na

Filtrations tion

‘ neutralisant  désinfectant SHia
@ — NS N\ .

- o Rétention sur sable du

Stuckéée_en usine reste des particules. Elimination des
micropolluants et
pesticides avec le
charbon actif

Réseau de distribution Usine de traitement

Figure 22. Circuit de I'eau depuis la station de captage jusqu’aux réseaux de distribution
domestiques

L'accés a une eau potable n’est pas égalitaire sur la planéte, aussi de nombreuses
maladies sont transmises par voie fécale ou orale entrainant des maladies de la peau, des
difficultés respiratoires et des troubles intestinaux par manque de mesure d’hygiéne (Priiss-
Ustiin et al. 2016). Le traitement des eaux usées représente un défi majeur, car 23 % des décés
sont attribuables a la pollution environnementale. Le grand public est inévitablement exposé

aux polluants environnementaux.

Les méthodes d’élimination des polluants_ Au cours des derniéres années, la présence de
résidus de pesticides a augmenté de maniére significative dans les eaux brutes utilisées pour
la production des EDCH. Plusieurs méthodes sont disponibles pour I'élimination des
pesticides: la dégradation photo-catalytique (TiO2), les procédés d'oxydation, la dégradation

aérobie, les membranes de nanofiltration, I'ozonation et la coagulation (Qiang et al. 2010).
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L'élimination des pesticides a faibles concentrations (ug/L) fait intervenir les réacteurs
électrochimiques en fer couplé a I’oxydation par ultraviolet (Yahiaoui et al. 2011), le carbone
granulaire électro-activé (Kitous et al. 2016) et les colonnes d’absorption a lit fixe de charbon
actif en grains (Alves et al. 2019). L’élimination des molécules organiques de tres faible taille

fait appel a des procédés de nanofiltration et d’osmose inverse (Ahmad et al. 2010).

Les nutriments apportés par les polluants peuvent étre une source d’alimentation et
contribuer a la croissance des populations microbiennes en participant a la synthése de la
biomasse. Les méthodes biologiques reposent sur la capacité des micro-organismes a
dégrader les substances indésirables en métabolites pour leur apport énergétique. Par
conséquent, utiliser des procédés biologiques pour éliminer les polluants représente un faible
impact environnemental contrairement aux méthodes chimiques.

Pour les polluants les plus difficiles a métaboliser, la dégradation sera incompléte et
conduira a la formation de métabolites non réductible. Ces sous-produits présentent parfois
des toxicités supérieures a celle de la molécule mére. Le diuron démontre trées bien ce
phénoméne de toxicité augmentée. Cet herbicide largement utilisé en viticulture produit un
composé intermédiaire, le 3,4 dichloroaniline, 100 fois plus toxique (Tixier et al. 2001). Pour
éliminer complétement le diuron et son métabolite intermédiaire, pas moins de 6 micro-
organismes différents doivent intervenir successivement et parfois simultanément

(Figure 23).

Bien que les procédés biologiques soient peu onéreuy, ils restent encore insuffisants pour
traiter les polluants non biodégradables. De plus, le procédé n’est pas envisageable pour
certains composés toxiques qui sont létaux pour les micro-organismes. Seules les méthodes
chimiques par oxydation (ozone et chlore) permettent d’éliminer les composés non
biodégradables et toxiques. Les procédés d’oxydation avancée (POA), qui emploient des
radicaux hydroxyles (¢OH) extrémement réactifs, |, prennent le relais, ils agissent rapidement
et avec une faible sélectivité. Les POA peuvent utiliser le peroxyde d’hydrogéne pour générer
les *OH : les systéemes Fenton H,0/Fe(ll), la photolyse H.0,/UV, I'ozonolyse O3/H,0; ou
encore la photocatalyse hétérogene TiO,/UV (Garcia-Montafio et al. 2006). Ce processus
pourtant efficace n’est pas utilisé en routine dans les stations d’épuration en raison de son
co(t élevé, mais il est utilisé comme moyen de secours en cas de dépassement des seuils

réglementaires (Oller, Malato, et Sdnchez-Pérez 2011).
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Figure 23. Biodégradation du diuron par des bactéries isolées du sol des cultures de canne a
sucre. Figure de Egea et al. 2017.

Les activités industrielles sont également soumises a un controle obligatoire des eaux
usées. Le choix des méthodes de traitement va dépendre des critéres de toxicité et de
biodégradabilité des composés retrouvés. Si la molécule a une toxicité inférieure a 50 % et
gu’elle est biodégradable, un traitement microbiologique doit étre utilisé. Dans tous les autres

cas un traitement POA doit étre fait jusqu’a obtenir le seuil réglementaire.
2.3.3. Processus de dégradation des herbicides

Selon la nature des sols, les résidus de pesticides mettent quelques heures a plusieurs
dizaines d’années pour atteindre les eaux souterraines. En chemin, ses résidus peuvent subir

des modifications chimiques, étre dégradés ou métabolisés par des micro-organismes.

Dégradation par les micro-organismes_ L’action des organismes vivants passe par le
fonctionnement d’enzymes qui peuvent directement récupérer le carbone du polluant
(métabolisme actif) ou activer des enzymes spécifiques a d’autres sources de carbones (co-
métabolisme). Le dernier mode d’action possible est la conjugaison, des enzymes catalysent

des réactions chimiques entre des pesticides et d’autres molécules présentes dans le sol
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(Calvet et al. 2005). La dégradation peut s’arréter a tout moment, entre la molécule mére et
le stade ultime de la dégradation en CO; (minéralisation), et conduire a I'accumulation de
métabolites. Une étude a démontré que Candida xestobii était capable de minéraliser le
métolachlore (Mtc) en utilisant I'herbicide comme source de carbone (Munoz et al. 2011). Les
polluants oxydés libérent des électrons qui vont étre captés par I'oxygene, le sol doit donc

posséder un potentiel redox élevé pour une biodégradation optimale (Figure 24).

La biodégradation est soumise a divers facteurs tels que la température, I'"humidité, les
UV, I'acidité des sols et la composition en micro-organismes. Par exemple, la dégradation des
triazines est plus importante lorsque I'humidité augmente (Ngigi et al. 2011). Les molécules
de synthéses contiennent des groupements fonctionnels qui sont peu retrouvés dans la nature
donc les réarrangements de structure tendent a rendre les molécules persistantes au vu de
leur difficile et lente dégradation. Par exemple I'atrazine (Atz) en condition aérobie peut étre
totalement minéralisé (Wols et Hofman-Caris 2012). Lors du processus de dégradation, les
métabolites déséthyl-atrazine (DEA) et désisopropyl-atrazine (DIA) puis déséthyldéisopropyl-
atrazine (DEDIA) se forment. Mais I'action de la photolyse, ajoute un nouveau sous-produit

hydroxylé, I’hydroxy-atrazine (HyA) (Figure 25).
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Figure 24. Caractéristiques des métabolites du métolachlore
A) Formule chimique du métolachlore et de ses métabolites. Figure de Krutz et al. 2006 B) Mécanisme de

dégradation du phénol jusqu'a la minéralisation totale. Figure de Frontana-Uribe et al. 2013.
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Figure 25. Dégradation de I’atrazine et formation de ses métabolites sous I'action de réactions
d’hydrolyse, de photolyse et de réactions d’oxydo-réduction. Figure de Kruger et al. 1993.

La dégradation par réaction chimique_ Dans les zones ou l'activité biologique est réduite
comme dans les profondeurs du sol ou les eaux souterraines, des réactions d’hydrolyse,
d’oxydo-réduction, de déhydrohalogénation peuvent avoir lieu. L’hydrolyse correspond a une
réaction impliquant le pesticide et une molécule d’eau. L’hydrolyse de I'Atz génére le
métabolite 2-hydroxy-atrazine par substitution nucléophile ClI- par OH et s’Taccompagne de la
formation de HCI (Figure 25). L’hydrolyse de I’Atz est rapide a pH 2, mais quasi inexistante en
milieu neutre. Or dans les sols abiotiques proches d’un pH neutre, des hydrolyses de I'atrazine
sont retrouvées. Ce phénomeéne peut s’expliquer par l'interaction entre I’Atz et des cations

Fe(lll) et Al(l) qui faciliterait I'attaque nucléophile de I’eau (L. Ma et Selim 1996).

Des métabolites sont aussi produits par la chaine de traitement des eaux dans les stations
d’épuration. L’acide amino-méthyl-phosphonique (AMPA) est un métabolite naturel du
glyphosate or la dégradation des phosphonates des lessives dans les stations d’épuration

conduit aussi a la formation d’AMPA (Grandcoin, Piel, et Baurés 2017). L'ozonation de I'Atz
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(Figure 26) conduit a la formation de métabolites retrouvés dans les voies de dégradation
naturelle (DEA, DIA, DEDIA, HyA), mais également provoque la formation de nouveaux

métabolites (CDAT, ODIT, DIA-Imine).
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Figure 26. Production des métabolites par ozonation de |'atrazine (Atz). Figure de Avis de
I’Anses, Saisine n°® 2013-SA-0187

2.4. L’exposition aux polluants et a leurs métabolites
2.4.1. Analyses des eaux de surfaces et souterraines

Campagne d’analyse des substances dans les eaux souterraines_ En 2011, le nombre de
substances recherchées est passé a plus de 400 et le nombre de points de prélévement a
également été augmenté (~500 sites). Ces substances appartiennent a des familles variées
comme les molécules phytosanitaires, pharmaceutiques (Tableau 5) et industrielles. Dans
cette étude, 42 % des substances recherchées ont pu étre quantifiées au moins une fois
(Ghestem, Botta and Lopez 2013). Certaines substances attirent |'attention en raison de leur
présence a |'échelle nationale (Atz et paracétamol), et d’autres par leur concentration
particulierement élevée dépassent de 10 a 20 fois la norme de 0,1 pg/L (dérivés de I'Atz,
métolachlore, bentazone, hydrochlorothiazide, Erythromycine). Cette étude met en évidence
le manque d’information sur les moyens de transfert de ces molécules vers les eaux

souterraines.
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Tableau 2. Résultats partiels de la campagne exceptionnelle ESOU métropole pour la
détection de produits phytosanitaires et pharmaceutiques

FQ : fréquence de quantification, LQ : limite de quantification, Cmax : concentration maximale

Substances phytosanitaires quantifiées
Substances SANDRE CAS N analyses | FQ (%) | LQ max (ugiL) ?pg‘;_’)‘ Lot
Deisopropyldeethylatrazine (DEDIA) 1830 3397624 i 41.4% 0.07 2.38 1
Deethylatrazine 1108 6190-65-4 1068 i 0.02 1.9 1
Atrazine 1107 1912-24-9 1068 0.02 0.35 1
E-deisopropyl atrazine (DIA) 1109 1007-28-9 1068 0.03 0.21 1
Bentazone 1113 25057-89-0 1069 0.02 1.18 1
Simazine 1263 122-34-9 1070 0.02 0.13 1
Oxadixyl 1666 77732-09-3 1067 0.02 04 1
Deethylhydroxyatrazine (DEHA) 3159 19988-24-0 941 0.05 1.17 1
Diurcn 177 330-54-1 1070 0.02 0.18 1
2,6-dichlorobenzamide (BAM) 2011 2008-58-4 1067 0.02 0.42 1
Metolachlor 1221 51218-45-2 1070 0.02 0.95 1
Substances pharmaceutiques quantifiees

Substances SANDRE CAS N analyses LQ max (pg/L) C max (pgiL) Lot
Acetaminophen (paracetamol) 5354 103-90-2 954 0.005 0.481 2
Carbamazepine 5296 298-46-4 954 0.005 0.083 2
Metformine 6755 657-24-9 954 5 1.577 2
Tramadol 6720 27203-92-5 954 0.005 0176 2
Oxazepam 5375 604-75-1 953 0.005 0.04202 2
Acetylsulfamethoxazole 9356 723-46-6 954 0.005 0.043 2
Erythromycin 6522 114-07-8 954 0.005 1.872 2
Sotalol 5424 3930-20-9 954 0.005 0.051 2
Isoguinoline 6643 119-65-3 954 0.01 0.033 2
Codeine 6683 76-57-3 954 0.2 0.1 2
Metronidazole 6731 443-48-1 954 0.005 0.596 2
O-desmethyitramadol 6767 73986-53-5 954 5 0.05 2
Trimetazidine 6732 2011-34-7 954 0.005 0.035 2
Fenofibric acid 5369 26129-32-8 954 0.005 0.149 2
Ketoprofen 5353 22071-15-4 954 0.005 0.354 2
Hydrochlorothiazide 6746 58-93-5 953 0.025 2.46 2

Campagne d’analyse des substances dans les eaux de surfaces_ En 2012, un total de 232
substances ont été recherchées dans la matrice « eau » ou dans la matrice « sédiment ».
L'étude révele I'importance de la contamination des eaux de surface par les pesticides
(90/232) avec notamment la présence des métabolites du Mtc sur plus de 50 % des points de
mesure. Par ailleurs, les analyses dans les sédiments ont montré une forte présence en
pendimenthaline, reconnue comme perturbateur endocrinien. Un grand nombre de
médicaments (50/232) ont ainsi été quantifiés comme la carbamazépine, I'oxazépam ou le

kétoprofene.

Comparaison des campagnes_ Le rapport présenté par Dulio et Andres en 2013 révelent la
contamination importante de I’eau sur I'ensemble du territoire francais par les métabolites de
substances phytosanitaires. Les molécules de cette famille ont été non seulement
fréquemment quantifiées, mais aussi ont montré des concentrations tres élevées (supérieures
a 0,1 pg/L). A l'inverse, pour la famille des médicaments bien qu’elle soit fréquemment

retrouvée, les concentrations restent faibles dans les deux conditions (Figure 27).
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Figure 27. Fréquence et quantification des polluants dans les eaux de surface et souterraines.
Figure de Baran et al. 2011.

Position des molécules recherchées lors des campagnes exceptionnelles eaux souterraines (ESO — 2011) et eaux
de surface (ESU — 2012) dans la matrice. Comparaison de la « fréquence de quantification (%) et de la

concentration moyenne des échantillons positifs (ng/L) ».

2.4.2. Analyse de I'eau de consommation humaine

Les études de conformité de I'eau a I’échelle régionale sont de plus en plus médiatisées.
Un article de Ouest France paru le 28 avril 2021 montre que prés de 1 million de
consommateurs, principalement localisés en milieu rural, recoivent une eau non conforme
selon les données communiquées par I’ARS sur la qualité de I'eau. Parmi le million de
consommateurs, 450 000 boivent une eau qui dépasse les normes maximales en matiére de
pesticide, soit une eau qui excéde 0,5 pg/L pour la somme des substances actives analysées
et 0,1 pg/L par substance active. Un des problémes soulevés est la disparité géographique des
substances recherchées. En effet, I'Etat fournit une liste de 750 pesticides potentiels a tester,
mais I’ARS réduit cette liste en tenant compte des spécificités de culture régionale. Le nombre
a tester varie énormément selon les ARS. Par exemple 12 pesticides sont recherchés dans

I’Aisne contre 609 dans le Var.

En région Pays de la Loire, en 2019, 161 pesticides sont retrouvés sur les 721 substances
actives recherchées. De plus, sur les 24 stations controlées en Loire-Atlantique pour leur

teneur en pesticides, une seule station répond a I'objectif de qualité. Sur la Figure 28 sont
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représentées les stations avec moins de 10 % (vert) — 10 a 40 % (jaune) — 40 a 80 % (orange)

et plus de 80 % (rouge) de dépassement des seuils en pesticides.
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Figure 28. Carte des 24 stations de
traitement de I'eau évaluée en Pays de
la Loire. Carte de Hub eau (EPTB Sevre
Nantaise)

Station dépassant le seuil réglementaire. En vert
(moins de 10 %), en jaune (de 10 a 40 %), en
.., orange (de 40 a 80 %) et en rouge (+ de 80 %)

Si 'on s’attarde plus particulierement aux 25 substances ayant le taux de quantification
le plus élevé, nous découvrons qu’un grand nombre de pesticides interdits d’utilisation sont
toujours présents dans les sols et qu’ils sont difficilement biodégradables. C’est le cas du
diuron, une molécule interdite depuis 2008 retrouvée a une fréquence de 50 % et pour
laquelle nous ne retrouvons pas les métabolites de dégradation dans les analyses. A I'inverse,
le 2-hydroxyatrazine est quantifié dans 87 % des analyses, mais dépasse rarement les seulils

de potabilité, c’est un métabolite de I’Atz, une molécule interdite depuis 2003.

La comparaison des molécules meres et de leur métabolite est un indicateur précieux de
suivi. L'analyse révele que 'AMPA est fortement présente, et qu’elle dépasse a hauteur de
8 % les valeurs seuils dans les eaux brutes (2 pug/L) et de 51 % les valeurs de potabilités de I'eau
distribuée (0,1 pg/L). La molécule mére correspondant a ’AMPA est le glyphosate, les analyses
nous indiquent qu’il est plus souvent détecté le métabolite que la molécule mére (85 % contre
51 %), ce qui signifie une bonne biodégradabilité du glyphosate, mais une forte persistance du

métabolite (Figure 29).

Le cas du Mtc et de ses métabolites est intéressant ici. L'ESA est quantifié dans 97 % des
analyses et dépasse a hauteur 72 % le seuil de potabilisation de I'eau distribuée. L'OXA est
quantifié dans 80 % des analyses et dépasse le seuil de potabilité 19 % du temps. Il est
intéressant de relever ici que la molécule mére est trés utilisée en agriculture, mais qu’elle se
dégrade rapidement dans les sols. Ces métabolites sont trés persistants et doivent donc étre

suivis.
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Figure 29. Qualité de I’eau en Région Pays de la Loire. Figure de Hub eau EPTB Sévre Nantaise
En rouge est indiquée la proportion d’analyses dépassant le seuil "eau brute" de 2 ug/L ; en orange la proportion
dépassant le seuil de potabilisation "eau distribuée" de 0,1 pg/L et en bleu la proportion ne dépassant pas

0,1 pg/L. https://www.sevre-nantaise.com/observatoire/qualite-eau-pesticides.

Ces analyses sont cohérentes avec les résultats obtenus dans d’autres régions de France.
En 2015, ces mémes molécules ont été quantifiées et avec des concentrations importantes
pour I'ESA (3,6 pug/L). Néanmoins, d’autres régions de France possédent des teneurs en Atz et
ses métabolites bien plus élevés. Par exemple le métabolite DEDIA qui est peu retrouvé en

Région Pays de la Loire est de 2,4 ug/L dans le Limousin (Guibal et al. 2018) .

Malgré les efforts déployés dans les stations d’épuration, les différents moyens de
remédiation mis en ceuvre pour limiter les pesticides dans les EDCH ne suffisent pas a garantir
le respect des 0,1 pg/L. Les analyses de I'eau brute (apres captage) et de I'eau distribuée
témoignent de ces difficultés (Tableau 3). Les procédés de traitement a Saint-Gein (filtres a
charbon actif en grain et ajout de chlore) ne présentent pas I'efficacité nécessaire pour réduire
la concentration des métabolites de I’alachlore (ALCL) et du métolachlore (Mtc) en dessous de

la limite de qualité.
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Tableau 3. Résultats d’analyses (en pug/L) du captage et de I’'UDI desservie a Saint-Gein 2013

Molécules (ug/L)
Installations ALCL-ESA | ALCL-OXA Mtc-ESA Mtc-OXA
Captage (eau brute) 2,00 <0,05 5,60 0,16
Eau distribuée 1,10 <0,05 2,50 0,07

En ce qui concerne les eaux en bouteille, I'eau est issue de sources naturelles donc elle
est probablement impactée par les pollutions diffuses. En 2015, le laboratoire d’hydrologie de
Nancy a recherché 10 métabolites de pesticides fréquemment retrouvés dans les eaux du
robinet. Il est apparu que trés peu de ces métabolites ont pu étre quantifiés. Quand cela a été
le cas, les métabolites du Mtc et de I’Atz représentaient une fréquence inférieure a 10 %
contrairement aux eaux du robinet. De plus, les concentrations ne dépassent pas les seuils de
potabilité (Tableau 4). La qualité des eaux de source est par conséquent meilleure au regard
de ces molécules testées. Pour expliquer cette différence, il faut tenir compte de la
géographie, les eaux de source sont captées en altitudes ol peu d’activité agricole est faite,
par conséquent le rejet dans I’environnement en montagne est tres faible.

Tableau 4. Métabolites de pesticides recherchés dans les eaux de source en bouteille
commercialisées en 2014 par le laboratoire d’hydrologie de Nancy.

ST Nombre Nom.b're d-e Fréqu.e-nce'de Cmax en pg/L
d’analyses quantification quantification
Mtc-ESA 79 7 9% 0,068
DEA 79 4 5% 0,020
2-hydroxy-Atz 79 3 1% 0,030
DEDIA 79 1 1% 0,021
Mtc-OXA 79 1 1% 0,030
DIA 79 0 - -

N.B Aucun métabolite de pesticide n’a été quantifié dans des eaux de source gazeuses ou dans des

eaux rendues potables par traitement.

2.5. Les effets des triazines et des chloroacétamides

La question du réle des polluants dans le développement des maladies chroniques et
métaboliques est soulevée. Des liens ont pu étre établis entre les facteurs externes

(chimiques, stress, alimentation, etc.) et I'apparition de symptémes allergiques ou de
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déséquilibre du microbiote par exemple sans que |'on puisse affirmer qu’ils en sont la cause.
La pollution diffuse semble étre un facteur supplémentaire a prendre en compte dans les

maladies chroniques.

Face a la grande diversité de polluants présents dans les sols et I'eau du robinet, les études
scientifiques pour comprendre leurs effets sur I’environnement et I’'Homme se multiplient.
Nous avons pu constater que les triazines et les chloroacétamides sont deux familles
d’herbicides fréquemment quantifiées dans la région Pays de la Loire. C'est pourquoi nous

nous sommes intéressés a ces molécules.
2.5.1. Ll’atrazine

La famille des triazines est structurellement composée d’un hétérocycle aromatique. Les
dérivés de triazine agissent sur de nombreuses cibles (plantes, champignons, bactéries, virus)
et ils ont des activités anti-inflammatoires, anticancéreuses et antiulcéreuses (Kushwaha et
Sharma 2020). La spécificité des herbicides est d’agir sur la chaine de transport des électrons
en bloquant la photosynthese des plantes. L’action peut se faire au niveau du complexe PSlI,
ce qui a pour conséquence l'arrét de la synthése de composés sucrés. La surcharge en électron
entraine la formation de ROS amenant a la mort des cellules végétales. Il peut aussi agir sur la
protéine PsaC au niveau du complexe PSI et former des ions superoxydes et du peroxyde
d’hydrogene létaux pour les cellules (Wilkinson et al. 2015). Cette famille comprend de
nombreuses molécules telles que ametryn, cyanazine, prometryn, propazine, simazine,

simetryn, terbuthylazine et atrazine.

L'atrazine est un produit phytopharmaceutique de synthéese breveté en Suisse en 1958 et
commercialisé dans le monde entier (Annexe Ill). Cependant, son utilisation a été
controversée puisqu’il a été détecté dans le sol, les plantations, les réservoirs utilisés pour
I'approvisionnement public en eau, les eaux souterraines, les ruisseaux, les lacs, les riviéres,

les mers et méme les glaciers dans les régions éloignées (Nodler, Licha, et Voutsa 2013).

Considérant sa faible biodégradabilité (Figure 30) et son fort impact sur la vie aquatique,
il a été interdit d’utilisation dans I’'Union Européenne en 2003. Il reste cependant fortement
employé aux Etats-Unis, en Chine, au Brésil et en Inde. Les métabolites de I’Atz ont une
structure chimique distincte de la molécule mére. Par conséquent ils peuvent présenter des

propriétés physico-chimiques différentes dans I'environnement. Si 'on remplace I'atome de
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chlore de I’Atz par une fonction hydroxyle (OH) cela donne le métabolite 2-hydroxyatrazine
qui est plus soluble dans I'’eau que I’Atz. De plus, il présente une meilleure affinité pour la
matieére organique donc sa rétention est plus grande. A 'inverse, quand on élimine le groupe
alkyle de I’Atz, cela conduit aux métabolites DEA et DIA. Dans ce cas, I'affinité pour la matiéere

organique est diminuée ainsi le transfert vers les eaux souterraines est plus rapide.

Atrazine appliquée (1 kg/ha)
100- - —— —

(%)
Figure 30. Cinétique de dissipation

de l'atrazine dans un champ et
apparition des  produits de

transformation. Figure de Barriuso

W e &\o«\o“‘ AR R et Koskinen 1996.
S W
MOIS APRES L'APPLICATION

L’Atz présente une toxicité aigué pour l'algue verte d'eau douce Scenedesmus obliquus et
le cladocere Daphnia carinata (He et al. 2012). Il a été montré toxique pour les poissons
Poecilia reticulata et Carassius carassius, les amphibiens et les reptiles (Solomon et al. 2008).
La toxicité de I'Atz a été confirmée sur les branchies et la rate du tilapia du Nil (Oreochromis

niloticus) (Oliveira et al. 2018).

Il semble que I’Atz touche particulierement le systéeme endocrinien. Une féminisation
partielle a été retrouvée chez les poissons, les amphibiens et les reptiles lorsqu’ils sont
exposés a fortes doses en Atz durant leur développement (Hayes et al. 2011). L’altération des
tissus reproducteurs est aussi marquée par des effets épigénétiques. Des régions de
méthylation différentielle de I’ADN ont été associées aux maladies transgénérationnelles du
sperme (Thorson et al. 2020). La modification des schémas de méthylation de I'ADN induisant
la reprogrammation des processus de développement est liée a I'hérédité des altérations
épigénétiques (Anway et al. 2005). Néanmoins les effets génotoxiques de I'Atz sur les
organismes aquatiques sont plutot rares. Quelques cas de cassures des brins d'ADN dans les

érythrocytes de C. auratus ont été relevés (Cavas 2011).
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Dans les études de toxicité aigué réalisées chez I'animal, I'Atz a provoqué une toxicité
pour le développement chez le lapin (Scialli, DeSesso, et Breckenridge 2014). L'Atz déclenche
le stress oxydatif hépatique et I'apoptose chez les cailles Coturnix c. coturnix (C. Zhang et al.
2017). Cette fois, dans les études de toxicité chronique, I’Atz est responsable d’une
cardiotoxicité chez le chien (WHO guidelines for drinking-water quality 2003). Les études in
vitro ont démontré |'effet génotoxique de I’Atz dans les cellules ovariennes de hamster

chinois, mais sans montrer de relation dose/réponse convainquante (Gammon et al. 2005).

L'Atz peut étre convertie en N-nitrosoatrazine génotoxique dans I'environnement ou dans
le systeme digestif, ce qui suggere que les N-nitrosamines dérivées des triazines pourraient
étre oncogenes. Bien que certaines études aient affirmé que I'exposition a I'Atz entraine un
risque élevé de cancer de la prostate, les incidences relevées ne sont pas concluantes
(Gammon et al. 2005). Une étude sur des rats Sprague-Dawley femelles exposées a I'Atz, qui
montrait un vieillissement prématuré du systéme reproducteur et une augmentation du
développement de tumeur maligne au niveau des glandes mammaires n’a pas été jugée
pertinente en raison de la spécificité des résultats a la souche, au sexe et a |I'espéce (Solomon
et al. 2008). Il en est de méme concernant une étude épidémiologique sur le développement
de cancer du sein (Simpkins et al. 2011). Néanmoins |’association entre I'exposition a I'Atz
pendant la gestation et la prévalence des naissances prématurées et des naissances de petite
taille reste suspectée (Ochoa-Acuiia et al. 2009). C’est pourquoi, le CIRC considére I'Atz

comme « inclassable quant a sa cancérogénicité ».

Les effets de I’ Atz sur la santé humaine ne sont pas encore élucidés et il convient de rester
prudent lors de son utilisation. Le dosage des métabolites urinaires de I’Atz chez des enfants
d’agriculteur et des enfants moins exposés montre une présence significativement plus élevée

pour les enfants régulierement en contact de I’Atz (Curwin et al. 2010).
2.5.2. Le métolachlore

Les herbicides a base de chloroacétamide inhibent I'élongase des acides gras a tres longue
chaine (supérieure a 18 carbones). En intervenant tot dans les étapes de synthése d’acides
gras, la formation des lipides est bloquée. La diminution de la production des acides gras

perturbe le développement des repousses en inhibant la division cellulaire (Gotz et Boger
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2004). Cette famille regroupe entre autres les composés alachlore, butachlore,

diméthachlore, métazachlore et métolachlore (Mtc).

Le Mtc est composé d’'un mélange racémique d’isoméres R et d'isomeéres S. Seul I'isomeére
S est actif, c’est pourquoi, en 2003 le Mtc a été interdit dans I’'Union européenne au profit du
S-métolachlore (S-Mtc). Le S-Mtc a permis de diminuer de 35 % les doses utilisées pour obtenir
un controle des mauvaises herbes identiques a celle du Mtc racémique (Shaner et al. 2006). Il
n’induit pas d’accumulation phytotoxique, car les plantes le métabolisent rapidement. Par
contre, le S-Mtc altere la croissance cellulaire et réduit la division cellulaire des plantes et de
certaines souches de levure (Saccharomyces cerevisiae) sans pour autant avoir un effet

fongicide (Gil et al. 2018).

Les acides sulfoniques (ESA) et oxaniliques (OXA) du S-Mtc sont les deux produits issus de
la dégradation trés retrouvés dans I'environnement (Figure 24A). Les propriétés physico-
chimiques du S-Mtc font du composé un élément volatil dans I'air et persistant dans les sols
(Bedos et al. 2017) (Annexe IV). Les conditions environnementales influengant |'activité
microbienne affectent également la persistance du S-Mtc dans le sol. Une étude de la
minéralisation du S-Mtc a montré qu’en stimulant les populations microbiennes, la demi-vie
du Mtc était diminuée (t12 = 100 jours a 5 °C et t12 = 5,7 jours a 35 °C) (Dinelli et al. 2000). Le
S-Mtc est tres soluble dans I’'eau donc facilement absorbé dans le sol. Une étude du BRGM a
démontré que ses métabolites étaient présents plus profondément dans les sols, ce qui
confirme que le lessivage est plus important pour les métabolites que pour la molécule mére

(Baran et al. 2011).

Le S-Mtc et ses produits de dégradation ont un impact sur les huitres, les algues, les
poissons et les écrevisses (Mai et al. 2013 ; Stara et al. 2019 ; Machado et Soares 2021 ; L. Yang
et al. 2021). Une exposition chronique dans les rivieres et les mers conduit a des modifications
du développement des huitres avec une augmentation du pourcentage de dommage a I’ADN
au stade larvaire. Dans cette étude, le S-Mtc semble plus embryotoxique et génotoxique que
ses produits de dégradation (Mai et al. 2014). Des écrevisses marbrées (Procambarus
virginalis) exposées a des concentrations de 1,1- 11 et 110 pg/L ont vu leur mortalité
augmenter deés les premiers stades de leur vie. L’activité métabolique (SOD, CAT, GST) semble
plus impactée avec une faible concentration en S-Mtc. De plus, I'épithélium tubulaire de
I’écrevisse a fortement été désorganisé (Stara et al. 2019). Des concentrations élevées
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peuvent interférer avec la capacité des écrevisses a recevoir ou a répondre aux signaux sociaux

et donc affecter certains comportements (Cook et Moore 2008).

L'effet du S-Mtc a forte dose (100 pg/L) sur la transcription des génes liés au systéme
thyroidien chez le poisson Oryzias latipes a montré une perturbation de I'axe hypothalamus-
pituitaire-thyroide (Jin et al. 2011). Chez d’autres espéces de poisson comme la carpe
(Carassius carassius), le S-Mtc n’induit que de faible dommage a I'ADN. Les effets
génotoxiques sont suspectés d’étre plutét engendrés par une association de plusieurs
pesticides (Polard et al. 2011). Des études combinant plusieurs polluants comme les métaux
lourds et les chloroacétamides ont eu des effets synergiques déléteres sur des algues et des
poissons (T. Zhang et al. 2019) (W.-D. Cai, Liu, et Fang 2012). L'exposition au S-Mtc a également
été associée a une diminution de la taille du corps des grenouilles Rana catesbeiana (Bérubé

et al. 2005).

Dans I'ensemble, les études suggérent qu’entre deux phénomenes de ruissellement, la
contamination des cours d’eau reste faible. Lorsque des concentrations élevées sont
observées, elles ne constituent pas de risque de toxicité aigu pour la vie aquatique. Le bruit
de fond des herbicides quand ils sont pris de facon isolée ne présente pas plus de risque de
toxicité chronique évident. Néanmoins les effets synergiques des molécules en « cocktail » ne

sont pas suffisamment investigués (Guibal et al. 2018).

L'herbicide provoque des changements dans |'expression des hormones de la
reproduction des rats males (F. T. Mathias et al. 2012). Des embryons de poulet exposés au S-
Mtc ont eu une diminution significative de leur masse corporelle moyenne (Véarnagy et al.
2003). Les premiers tests de mutagénicité en 1997 montraient que le S-Mtc n’était ni
mutagene pour les cellules microbiennes ni chez les animaux. De méme, il n'y avait aucune
preuve de dommages/réparation de I'ADN dans les hépatocytes récupérés chez les rats traités
(Dearfield et al. 1999). Depuis il ne semble pas y avoir de consensus pour le métolachlore dans
la littérature. Les traitements au S-Mtc a faible dose ont induit une augmentation marquée de
la prolifération des hépatocytes tandis que des concentrations plus élevées ont induit des

effets hépatotoxiques, mais non génotoxiques.

Tandis qu’une étude rapporte une activité respiratoire des mitochondries du foie altéré

par le S-Mtc (S. P. Pereira et al. 2009), une autre fait mention du faible effet du S-Mtc sur
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I'induction de tumeur du foie (Dearfield et al. 1999). L'exposition au S-Mtc semble augmenter
I’activité du cytochrome p450 CYP2B1/2 et CYP3A1/2 dans les cellules de foie de rat Sprague
Dawley (Dalton, Miller, et Meyer 2003) et |'activité de I'aromatase (CYP 19) dans les cellules
de choriocarcinome JEG-3 (Laville et al. 2006). Cependant, une étude fait mention de la
réduction de l'activité du cytochrome p450 et de la glutathion S-transférase chez Chironomus

tentans (Jin-Clark, Anderson, et Zhu 2008).

En raison des effets non ciblés du S-Mtc observés sur des modeles tres différents, il est
nécessaire de regarder les études épidémiologiques pour comprendre et appréhender les
effets du S-Mtc sur I’'Homme. L'exposition professionnelle aux pesticides peut augmenter le
risque parental d'infertilité et d'issue défavorable de la grossesse (Barr et al. 2010). Le dosage
des métabolites urinaires du S-Mtc nous indique que I'exposition a ce composé n‘augmente
pas lincidence aux pathologies chroniques, mais fait le lien entre des cancers et le
métolachlore. L'organisme américain EPA (environmental protection agency) le classe comme
« Cancérogene possible pour I’'Homme » en raison d’étude montrant le développement de
cancer du foie et de lymphome a cellules folliculaires chez les agriculteurs fortement exposé
a cette molécule. L'exposition au S-Mtc a montré quelques signes de réponse pour le cancer
du poumon également, mais n’a pas été confirmée dans les nouvelles cohortes (Silver et al.
2015). Une association probable entre le cancer des os et le S-Mtc a été décrite (Thorpe et
Shirmohammadi 2005). Enfin il a été relevé une plus forte incidence de cancer du célon chez

les hommes ayant déja utilisé du S-Mtc (Andreotti et al. 2010).

Les métabolites du S-Mtc n‘ont été évalués que récemment. L’ANSES a réalisé deux
synthéses a propos de la pertinence pour les eaux destinées a la consommation humaine pour
les métabolites OXA et ESA en 2018 et 2020. Le métabolite OXA n’est pas considéré comme
pertinent suite aux résultats négatifs obtenus lors des tests de génotoxicité, toxicité de la
reproduction, perturbation endocrinienne. Pourtant I"ANSES confirme le manque
d’information concernant I'effet cancérogéene de ce métabolite. Les études de génotoxicité de
I’'ESA montrent des résultats équivoques pour 2 des 3 tests donc les autorités considérent
« qu’il n’est toujours pas possible d’exclure formellement un effet mutagene ou génotoxique
du ESA » c’est pourquoi il est considéré comme pertinent pour les EDCH et doit donc

impérativement ne pas dépasser 0,1 ug/L.
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Chapitre 3 : Comment étudier les effets de ces xénobiotiques ?

Dans ce chapitre, nous allons revenir sur les différentes méthodes a la disposition des
chercheurs permettant d’évaluer le comportement des xénobiotiques vis-a-vis du tractus
digestif. La voie orale concerne aussi bien les polluants que les médicaments. Résister aux
conditions du tractus gastro-intestinal permet d’arriver a la barriere intestinale intacte et en
capacité d’exercer une action qu’elle soit positive ou négative. Des outils ont, dans ce sens,
été développés pour modifier les molécules thérapeutiques et ainsi favoriser leur action par
voie orale. Nous verrons I"’évolution des modeles mis en ceuvre dans le cadre des études sur

la perméabilité membranaire intestinale.

1. Les modeles développés pour I’étude de la stabilité gastro-intestinale d’un

xénobiotique

L'étude de la biodisponibilité de xénobiotiques aprés une administration orale est
dépendante du tractus gastro-intestinal. Par conséquent, un ensemble de facteurs comme la
solubilité et la dissolution du xénobiotique est influencé par la composition variable des fluides
intestinaux et gastriques dépendant des variations naturelles biologiques ou de la prise
alimentaire (a jeun ou postprandial). L'objectif est alors d’imiter les fluides salivaires,

gastriques et intestinaux avant et aprés un repas pour s’affranchir des études sur les animaux.

Afin de mimer le plus fidelement les deux processus qui ont lieu lors de la traversée du
tractus digestif, il faut tenir compte des transformations mécaniques qui réduisent la taille des
particules alimentaires et des transformations enzymatiques qui hydrolysent les
macromolécules en molécules de plus petite taille. Les modéles dynamiques peuvent
appliquer des forces de frottement et de cisaillement capable de remplir le premier processus
mécanique. En revanche, seule la transformation métabolique a lieu dans les modeles
statiques. Ces modeles doivent alors étre modulables, précis et reproductibles (Vatier, Célice-

Pingaud, et Farinotti 1998).
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1.1. Les modeles statiques

Les compartiments, oral, gastrique et intestinal, n"ont pas les mémes caractéristiques
physico-chimiques de temps de transit, de pH, de sécrétions, de conditions enzymatiques et

de microbiote.

La salive_ Les xénobiotiques dans la cavité orale peuvent, dés a présent, traverser la
muqueuse sublinguale ou buccale. Les xénobiotiques a ce niveau ne sont pas exposés au pH
acide ni aux enzymes gastro-intestinales. De plus, les xénobiotiques contournent le passage
hépatique et ne sont pas au contact de produits toxiques. Les xénobiotiques ne sont pas
autant dégradés quand ils rejoingnent la circulation générale. L’action de dégradation partielle
des xénobiotiques passe par la mastication et la sécrétion de fluides par les glandes salivaires.
Le pH varie dans le temps et en fonction de I'apport alimentaire et des conditions de vie de
I'individu (consommation de tabac, traitements médicamenteux, régime alimentaire, etc.)

(Kartal et al. 2010).

Une salive saine est entre pH 6 et 7,4. Elle est composée d’un agent tampon comme le
bicarbonate. Il n’existe pas de modele consensus car la composition des milieux mimétiques
est adaptée a chaque étude, par exemple pour la corrosion dentaire, pour les effets
carcinogeénes de composés ou pour les études d’interactions entre molécules (J. Ali et al. 2021;

Hoebler et al. 2002).

Le liquide gastrique_ Le pH de I’estomac varie entre 1 et 5 en fonction de I'apport en aliments.
L'ingestion de nourriture déclenche automatiguement une augmentation du pH du milieu
gastrique. A jeun, I'estomac a un pH inférieur a 2 puis selon les types d’aliments ingérés le pH
peut varier d’un repas a un autre, allant de pH 4 a 7. La simulation du milieu gastrique doit

donc tenir compte de ces deux périodes.

Vertzoni et al. ont mis au point un milieu synthétique gastrique qui refléte la physiologie
de I'état de jeline appelé FaSSGF (fasted-state simulated gastric fluid), ce milieu est enrichi de
la principale enzyme de digestion gastrique la pepsine a 0,1 mg/mL, et de faibles quantités de
sels biliaires (Vertzoni et al. 2005). En condition postprandiale, 3 milieux ont été développés
pour refléter la variation de pH et d’osmolarité au cours des 75 premiéres min(début), de 75

a 165 min (milieu) jusqu’a la fin de la digestion a plus de 165 min. Ces milieux postprandiaux
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sont nommés FeSSGF (Baxevanis, Kuiper, et Fotaki 2018). Le tableau 5 résume la composition

et les propriétés de chaque milieu.

Tableau 5. Milieu mimant le fluide gastrique a jeun (FaSSGF) et postprandial (FeSSGF)

Composition (mM) FaSSGF FeSSGF

0-75min  75-165 min  >165 min
Taurocholate de sodium 0.08 - - -
Lécithine 0.02 - - -
Chlorure de sodium 34.2 148 237.02 122.6
Acide acétique - - 17.12 -
Acétate de sodium - - 29.75 -
Acide orthophosphorique - - - 5.5
Dihydrogene Phosphate de sodium - - - 32
Lait/milieu - 1:0 1:1 1:3
Acide hydrochlorique Ajustement du pH
Propriétés
pH 1.6 6.4 5 3
Osmolarité (mOsm/kg) 120.7+2.5 559 400 300
Tampon (mmol/L/pH) - 21.33 25 25

Le liquide intestinal_ Avant la vidange du contenu de I'estomac dans l'intestin gréle, le pH
duodénal remonte a un pH d’environ 6,5 puis diminue progressivement avec I'arrivée du
contenu acide de I'estomac. Dans l'intestin gréle distal (iléon), le pH est neutre ~7.5 grace a la
sécrétion de bicarbonate. Au cours du trajet dans l'intestin gréle, la formation d’acides gras a
chaine courte obtenus par fermentation diminue le pH jusqu’au co6lon ascendant pour se
placer entre pH 6-8. La sécrétion de sels biliaires et de lécithines est plus importante dans
I'intestin et d’autres enzymes de digestion sont retrouvées comme la trypsine, la
chymotrypsine, la lipase ou I'amylase. Le cocktail de ces quatre enzymes est réuni dans

I’extrait de pancréatine.

De la méme maniére que pour I'estomac, des milieux différents ont été développés pour
améliorer les prédictions in vitro. Le liquide synthétique intestinal a jeun (FaSSIF), le liquide
synthétique intestinal postprandial (FeSSIF) ainsi que le liquide synthétique du célon sont

reportés dans le Tableau 6 (Vertzoni et al. 2010).

L'utilisation de ces milieux dans les systémes Transwell peut améliorer la pertinence du

modeéle d’absorption orale en les ajoutant dans la chambre apicale (Kataoka et al. 2003).
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Cependant les Caco-2 ont besoin d’'un milieu adapté pour leur culture, aussi il convient de

modifier la composition pour une meilleure compatibilité (Patel et al. 2006).

Tableau 6. Milieu mimant le fluide de I'intestin gréle a jeun (FaSSIF), postprandial (FeSSIF) et
du cblon (ScoF)

Composition (mM) FaSSIF FeSSIF ScoF
duodénum jéjunum iléon

Taurocholate de sodium 3 10 7.5 4.5 -
Lécithine 0.2 3 2 0.5 -
Acide maléique 19.12 28.6 44 58.09 -
Hydroxyde de sodium 34.8 52.5 65.3 72 157
Chlorure de sodium 68.62 145.2 122.8 51 -
Acide acétique - - - - 170
Monocholate glycéryl - 6.5 5 1 -
Oléate de sodium - 40 30 0.8 -
Propriétés

pH 6.5 6.5 5.8 5.4 5.8
Osmolarité (mOsm/kg) 180+10 400410 390+10 240+£10 295
Tampon (mmol/L/pH) 10 25 25 15 29.1

Pour les modeéles statiques, de grands volumes de milieu sont nécessaires et |’agitation
continue n’est pas représentative des mouvements péristaltiques de I'intestin. Les modeéles
mono-compartimentaux se retrouvent avec le produit initial et les produits de dégradation
mélangés. L'ajout d’un systéme de dialyse permet de retirer progressivement ces produits de

dégradation (Miller et al. 1981).
1.2. Les modéles dynamiques

Les modeles statiques sont particulierement intéressants pour comprendre étape par
étape les processus de dégradation du xénobiotique. Cependant pour obtenir une réponse
plus compléte, il est préférable de se tourner vers des systémes dynamiques mono ou multi-
compartimentaux pour simuler les événements physiologiques et physicochimiques
complexes qui se produisent dans le tube digestif comme : la vidange gastrique, la fluctuation
de pH ou le débit de sécrétion des enzymes ou du mucus (Mainville, Arcand, et Farnworth

2005).

Le modele gastrique dynamique (DGM) est un modéle mono-compartimental qui est

spécifique de I'estomac, il prend en compte I'acidification progressive par un ajout d’HCI et
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I'évolution dans le temps du débit de pepsine (Hoebler et al. 2002). Séparé en deux parties
par une valve, il mime la vidange gastrique. La premiere partie du compartiment fait office de
systéme de broyage mécanique puisque des forces de cisaillement sont reproduites a I'aide
d’un piston, dans une seringue qui pousse la solution vers la deuxieme partie du
compartiment, au travers d’une valve. Les plus petites molécules sont éliminées par la valve
tandis que les plus grosses sont refluées vers la deuxieme partie du compartiment. La seconde
partie est le lieu du mélange entre les xénobiotiques et les sécrétions gastriques. Un circuit
permet de contréler I'ajout de HCl et de sécrétions gastriques. Le pH est contrélé par une

électrode a pH (Vardakou et al. 2011).

Le modeéle de simulation gastrique humaine (HGS), est un modeéle qui fait intervenir les
mouvements péristaltiques grace a une courroie qui fait tourner deux rouleaux positionnés
de part et d’autre d’une chambre en latex contenant le mélange de sécrétion gastrique et de

xénobiotiques. Dans ce modele aussi, le débit de la pepsine est contrélé (Kong et Singh 2010).

Un systéme plus complexe, controlé par un ordinateur, est capable de reproduire la
température et les changements de pH dans deux compartiments séparément. Un premier
compartiment mimant I’'estomac met en mélange les xénobiotiques avec un flux de sécrétions
gastriques contrélé. Une pompe aspire a intervalle de temps donné le mélange pour I’envoyer
vers un second compartiment en deux parties correspondant au duodénum proximal et au
duodénum distal. Les parameétres de chaque chambre de ce deuxieme compartiment peuvent
étre réglés individuellement (pH, température, ajout de pancréatine et de sels biliaires). Ce
systéme est toujours en mouvement puisqu’une autre pompe aspire avec un débit ajustable
le mélange de ce deuxieme compartiment. Une dialyse peut également étre ajoutée au

produit final de digestion (Vatier, Célice-Pingaud, et Farinotti 1998).

Seul le modéle dynamique multi-compartimental TIM (TNO gastrointestinal Model) est
considéré comme « complet », allant d’'un compartiment oral avec une salive synthétique
jusgu’a l'iléon avec un compartiment pour chaque portion gastrique et intestinale (Dickinson
et al. 2012). Bien que tres développé, ce modele n’est pas adapté a un travail en routine et a

une méthode standardisée pour I'étude des xénobiotiques.

A l'aide de ces modeles, des études ont permis de montrer que les protéines

thérapeutiques sont sensibles aux conditions salivaire, gastrique et/ou intestinale. Aussi, un
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ensemble d’outils d’ingénierie protéique ont été développés pour modifier les protéines
thérapeutiques et améliorer leur capacité de résistance, clairance et affinité pour leur cible

(Di 2015).
2. Les outils permettant I'administration orale des protéines thérapeutiques

2.1. Les approches facilitant I’administration orale d’un xénobiotique

Différentes stratégies ont été mises au point pour faciliter la perméabilité des peptides

dans la muqueuse intestinale et leur résistance aux enzymes de digestion.

Les agents facilitateurs de perméabilité_ Ces agents agissent directement sur la voie
transcellulaire. lls peuvent chélater les ions qui sont indispensables au fonctionnement des
co-transporteurs (Isenring et Forbush 1997). lIs peuvent également agir indirectement sur la
voie paracellulaire en stoppant I'action des ions nécessaires au fonctionnement des protéines
de jonction. Par exemple, I'E-cad peut étre impactée lorsque le calcium est chélaté (van Roy
et Berx 2008). Les agents stimulant le passage des peptides ne doivent pas endommager pour
autant la barriere intestinale. lls peuvent présenter une cytotoxicité locale transitoire de
I’épithélium permettant alors le passage des peptides (Aguirre et al. 2016). Une étude sur une
lignée Caco-2 a montré que les esters gras pouvaient améliorer le passage paracellulaire tandis
gue les tensioactifs cationiques avaient plutot un impact sur la voie transcellulaire (Artursson
et Magnusson 1990). Il n’existe a I'heure actuelle que quelques agents facilitateurs de
perméabilité ayant réussi les tests de sécurité et d’efficacité. Nous pouvons citer le caprate de
sodium (ou acide décanoique) qui est utilisé comme additif alimentaire et qui peut agir dans

les conditions du pH gastrique et intestinal (Twarog et al. 2019).

Les agents facilitant le passage du mucus_ Des études ont montré que I'ajout de polyéthyléne
glycol (PEG) dans la formulation du peptide permettait d’améliorer la pénétration dans le
mucus intestinal (Shan et al. 2015). Des nanoparticules, constituées d’un revétement
hydrophile a base d'un copolymeére pHPMA, contenant les molécules thérapeutiques
augmentent elles aussi la vitesse de passage du mucus (Huanli Sun et al. 2017). Ces agents
désignés de mucolytiques peuvent étre des surfactants ou des chitosans (Ahonen, Hill, et

Schoenfisch 2019).

L'inhibition des enzymes_ De nombreuses enzymes participent a la dégradation des peptides,
empéchant ainsi leur passage a travers la barriére épithéliale. A I'aide d’'une co-formulation
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entre une protéine cargo et un inhibiteur d’enzymes tel que I'apoprotéine, la leupeptine ou le
soja inhibiteur de trypsine, le peptide posséde une protection locale au site d’absorption de
la muqueuse intestinale (J. J. Liu et al. 2011). Une autre stratégie consiste a enrober le peptide
d’une tablette insensible au pH acide, lui permettant de traverser le compartiment gastrique
sans subir I'action de la pepsine. Lorsque le peptide entouré de la tablette arrive dans I'intestin
elle est dissoute par I'augmentation du pH, libérant les peptides directement au niveau de la
barriére intestinale (Binkley et al. 2012). Une étude chez les Beagles a montré que
coadministrer de I'acide citrique avec la calcitonine de saumon par voie orale réduisait I'action

de la trypsine et augmentait I'absorption de la calcitonine (Y. H. Lee et al. 1999)

Les patchs intestinaux_ Ils jouent le role de réservoir de molécules et de protecteur vis-a-vis
de la dégradation protéique. Les patchs mucoadhésifs facilitent le transport paracellulaire en
perturbant les jonctions serrées intestinales. Par exemple un patch a été développé pour faire
passer l'insuline dans la circulation systémique. L'avantage de cette méthode est qu’elle

n’entraine pas d’altération majeure de la muqueuse (Banerjee et al. 2019).

L’encapsulation_ Ajouter une structure de protection autour des protéines peut permettre
d’améliorer la solubilité, réduire la toxicité et protéger les polypeptides. Plusieurs types
d’encapsulations existent, tenant compte des interactions spécifiques entre la protéine et le
support (Kita et Dittrich 2011). L’administration ciblée des agents anticancéreux a progressé
avec l'aide des nanoparticules. L’hydroxyapatite est particulierement intéressante puisqu’elle
est biocompatible et inerte dans les fluides corrosifs (Alobeedallah et al. 2011). Les liposomes
sont utilisés comme vecteur de produits pharmaceutiques et nutritionnels car ils encapsulent

aussi bien des composés hydrophiles que lipophiles (Nguyen et al. 2016).

La modification des peptides_ Une structure cyclique limite I'accés des enzymes restrictives
aux extrémités N et C terminales des protéines. La cyclosporine est un exemple de peptide
cyclique ayant montré son efficacité a résister a la digestion enzymatique (Barone et al. 1996).
Des séquences peptidiques dérivées de virus utilisé pour la translocation de membrane ont la
capacité de traverser par endocytose les cellules grace a leur interaction avec les
glycosaminoglycanes des membranes (Rehmani et Dixon 2018). Différents outils permettent

de modifier la séquence des peptides, notamment l'ingénierie protéique.
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2.2. L'ingénierie protéique

Les scientifiques emploient deux concepts pour modifier les séquences polypeptidiques
des protéines. lls peuvent utiliser la diversité naturelle générée par les organismes ou réaliser

une mutageneése dirigée leur permettant alors de créer de nouvelles protéines.

2.2.1. Exploration de la diversité naturelle
L'objectif de cette méthode est de regarder toutes les protéines produites pas un

organisme et de sélectionner par criblage celles d’intéréts.

Approche métagénomique_ Cette approche vise a étudier le contenu génétique d’un
échantillon issu d’'un environnement complexe trouvé dans la nature (par opposition a des
échantillons cultivés en laboratoire) (Simon et Daniel 2011). Le principe est d’extraire de ’ADN
d’un organisme pour en faire une banque de données puis d’appliquer des
désoxyribonucléases (DNAse) ou des enzymes de restriction pour fragmenter I'ADN
(Handelsman 2004). Les fragments du génome sont intégrés dans un vecteur (plasmide chez
les procaryotes, phage chez les eucaryotes). Ces vecteurs sont incorporés chez un hote (une
souche d’expression bactérienne ou des cellules de mammifere par exemple) (Simon et Daniel
2017). Certains organismes n’expriment pas les mémes codons, le choix de I'h6te est
important pour ne pas se retrouver avec une protéine mal repliée, tronquée ou non
fonctionnelle. Par exemple, un héte eucaryote est capable de réaliser les modifications post-
traditionnelles que ne font pas les procaryotes (Fitchette et al. 2007). Les protéines traduites
par I’hote sont isolées puis criblées pour ne garder que celles qui ont I'activité recherchée. Les
méthodes de criblage sont variées et nous pouvons citer les puces a ADN, les RT-PCR, le

séquencage haut débit par exemple (Tyx et al. 2020).

Il est possible de s’affranchir du criblage en utilisant d’autres techniques. Par exemple
avec les informations connues de la banque de données, nous savons quel gene code pour la
protéine d’intérét et, dans ce cas, il est possible de synthétiser directement le gene et de

I'inclure dans le vecteur.

Approche méta-transcriptomique_ Dans cette approche, les genes matures sans introns sont
préférés, c’est pourquoi les ARN sont extraits au lieu de ’ADN (Mukherjee et Reddy 2020).
Cette méthode est cependant délicate car les ARN ont une faible durée de vie et sont tres

sensibles aux enzymes. A partir des ARN totaux extraits sont isolés les ARNm par des méthodes
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de dégradation spécifique ou de co-immunoprécipitation des ARN ribosomiques. Une reverse
transcription est effectuée pour obtenir des ADN complémentaires (ADNc). En fonction de la
guantité de matériel, il est parfois nécessaire d’amplifier les ADNc avant de pouvoir les

séquencer (Chamakura et al. 2020).

De nombreuses protéines sont produites par des organismes que nous ne savons pas
cultiver et certaines fonctions enzymatiques sont difficiles a cribler, c’est pourquoi d’autres

méthodes ont été utilisées pour modifier les protéines a notre convenance.

2.2.2. La mutagenése dirigée

La modification a facon d’une séquence protéique doit tenir compte de la localisation des
AA. Des régions définies comme le site actif, les positions flexibles, les bases structurales sont

susceptibles d’atteindre I'intégrité structurale et fonctionnelle de la protéine.

Evolution moléculaire dirigée_ Un gene sauvage codant pour une protéine peut étre modifié
par lintroduction de mutations spécifigues ou aléatoires. L'introduction de ces
oligonucléotides peut se faire par hybridation du géne d’intérét dans le génome ou par
I'utilisation de nucléases a doigt de zinc. La polymérase en charge de I'ajout des AA va
commettre plus d’erreurs en présence de manganese par exemple et donc former de
nouvelles protéines qui n’étaient pas existantes a I'origine (McCullum et al. 2010). Il existe
naturellement un polymorphisme génétique qui donne une variété de séquences, et des
mutations silencieuses de certains nucléotides ne modifient pas le génotype puisqu’il existe
plusieurs codons pour un méme acide aminé. La dégénérescence du code génétique est la
redondance de codon pour former un méme acide aminé (Welti 1986). Elle résulte du fait qu'il
existe plus de codons que d'AA encodables. Cette redondance empéche que certaines
mutations silencieuses n’affectent la protéine, néanmoins cette mutation silencieuse peut
donner une nouvelle fonction ou améliorer une fonction existante. Il est important de veiller

a ne pas introduire de codon-stop.

Evolution par permutation circulaire_ L'ajout d’un linker sur un géne permet de le circulariser,
ce qui favorise la formation de nouvelles extrémités N- et C-terminales lors des coupures
aléatoires par les enzymes de restrictions (Pierre et al. 2015). Ces nouvelles extrémités

conduisent a une diversification des applications pour les nouvelles protéines.
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La mutagenese dirigée impose de nombreuses optimisations du génome
comme : I'amélioration du géne d’intérét pour qu’il soit surexprimé, I'amélioration de la
stabilité et de la traduction de I’ARNm, I"adaptation de la force du promoteur pour éviter la
précipitation des protéines ou 'amélioration de la séquence de fixation au ribosome pour que
la synthése puisse se dérouler correctement. Il est possible également d’optimiser les codons
d’usage. La fréquence des codons differe d’'un organisme a un autre ; soit il faut optimiser la
souche codante pour les codons manquants soit il faut synthétiser des codons optimisés.
Enfin, il est nécessaire de trouver un moyen d’éliminer les génes codants pour des enzymes

qui dégradent le produit ou le substrat de réaction.

2.2.3. L’ingénierie rationnelle des protéines
L'ingénierie rationnelle a pour objectif la connaissance fine de la relation structure-
fonction. Elle se met en place apreés un travail de prédiction de la modification et ainsi permet

de limiter I’exploration a un faible nombre de possibilités.

Cette approche est, par exemple, a I'origine de I'introduction d’une étiquette peptidique
pour faciliter 'utilisation de la protéine lors des purifications, du suivi in vivo, du dosage, etc
(Daggett, Layer, et Cropp 2009). Les protéines a multi domaines ont les séquences des
domaines identiques mis a part celles qui peuvent reconnaitre des régions spécifiques de
I’ADN. Les intéines réalisent un épissage naturel des protéines sous I'assistance de molécules
catalytiques. On peut aussi utiliser des doigts de zinc fusionnés a une nucléase spécifique pour

faire les knock-out (Pratt et al. 2012).

Bien que l'ingénierie rationnelle soit plus rapide et ne nécessite pas de criblage a haut
débit, cette méthode est soumise a la connaissance de la structure primaire (enchainement
en acide aminé), secondaire (sous unité) et tertiaire de la protéine (repliement) (Park, Lui, et
Cochran 2017). Moins de 15 % des séquences protéiques sont connus et la méthode de
cristallographie qui permet d’obtenir ces informations n’est pas accessible pour la majorité
des protéines. Lorsqu’un ajout ou une délétion est effectué, nous n’avons pas de recul sur le
résultat de la mutation du point de vue repliement, stabilité protéique, dynamique. Des outils
de modélisation moléculaire ont été développés pour éviter les non-conformités de prédiction

et faire un premier screening des mutations possibles.
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Les protéines enzymatiques possedent un site actif avec une fonction catalytique, qui est
le lieu de I'interaction avec d’autres protéines ou cibles. Alors que les AA impliqués dans ce
site catalytique peuvent plus facilement étre identifiés, certains AA éloignés de ce site jouent

tout de méme un role clé qu’il est plus difficile, voire impossible d’identifier par modélisation.

L'obtention de mutants améliorés est fastidieuse. Elle nécessite de nombreuses étapes
entre analyse de la séquence et de la structure, identification des positions cibles,
modélisation moléculaire, mutagenése dirigée, production des mutants, purification,

caractérisation fonctionnelle et séquencage (Figure 31).

| Conception rationnelle | | Evolution dirigée |
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Figure 31. Les différentes approches d’ingénierie protéique de la conception a la
caractérisation de la protéine d’intérét

L'ingénierie protéique est donc un outil trés appréciable puisqu’elle permet:
d’augmenter la stabilité d’une protéine face a la température, au pH ou aux solvants ; de créer
de nouveaux sites de reconnaissance pour de nouveaux substrats ; de modifier la spécificité
des enzymes, et notamment leur régio et stéréospécificité, pour qu’elles puissent transformer
des substrats non naturels comme les xénobiotiques ; et diminuer la sensibilité des protéines

a I'action d’inhibiteurs.
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3. Les modeles d’étude de la barriére intestinale

3.1. Etudes réglementaires

Différents facteurs peuvent altérer la barriere intestinale et engendrer une
hyperperméabilité qui laisse passer des pathogenes ou composés toxiques a I'origine de
diverses maladies. Les xénobiotiques de types polluants sont soumis a une autorisation de
mise sur le marché, mais aucune disposition n’est prise pour évaluer leur effet chez 'Homme
a ce stade, contrairement aux agents thérapeutiques. Une fois déployée sur le terrain, la
pharmacovigilance prend le relais et les études de toxicité sont mises en place pour les
xénobiotiques auxquels nous sommes le plus exposés. Les xénobiotiques sont susceptibles
d’interagir sur de nombreux mécanismes physiologiques. Nous ne connaissons pas I'ensemble
des voies impliquées, c’est pourquoi la pharmacopée européenne a déterminé une liste de

voies pertinentes pour évaluer la toxicité des nouveaux agents.

Les études de la toxicité aigué et chronique sont réalisées chez I'animal. Le but est
d’administrer une unique dose massive du composé pour déterminer la concentration ol 50 %
de la population testée décéde. Cette valeur de toxicité appelée Concentration Létale 50
(CL50) est exprimée en mg de substance testée par kg d’animal ou en mg de substance par
litre d’air (Ekwall 1999). Toutes les voies d’intoxications peuvent étre étudiées (inhalation,
ingestion, voie cutanée). Depuis 2002, les réglementations sur 'utilisation des animaux de
laboratoire ont évolué et la détermination directe du CL50 est interdite en Europe. Pour les
nouvelles molécules, une autorisation particuliére est accordée, avec un tres faible nombre
d’animaux autorisé (entre 5 et 9), dans le cas ou aucune information bibliographique sur la

toxicité n’est a la disposition (Laddha, Murugesan, et Kulkarni 2020).

La toxicité chronique est le résultat d’'une exposition répétée d’un produit dont les effets
néfastes ne se feront sentir que quelques mois a quelques dizaines d’années plus tard.
L’objectif est donc de déterminer quelle est la dose quotidienne d’exposition en dessous de
laguelle n’apparaissent pas d’effets sur la santé. Appelée la Dose Sans Effet (DSE, ou en anglais
NOAEL, Non Observable Adverse Effect Level), elle permet de déterminer la Dose Journaliere
Admissible (DJA) pour 'Homme en termes de résidus (exprimé en mg/kg) (Bokkers et Slob
2007). Des facteurs de sécurité sont appliqués pour tenir compte de la variabilité inter-espéce

due au passage de I'animal a 'Homme, et de la différence de métabolisme d’un individu a un
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autre (DJA = DES/100) (Dorato et Engelhardt 2005). Par exemple si la DJA est de 0,2 mg/kg,
pour un individu de 60kg, il ne faut pas étre exposé a plus de 12 mg de composé par jour. Les
études de toxicité chronique ne sont faisables que pour une seule substance active, les effets

synergiques entre les molécules sont donc ignorés.

Bien que la CL50 soit interdite, de nombreux autres tests sont réalisés chez I'animal, en
voici quelques exemples. La toxicité sur le développement embryonnaire prévoit d’étre testée
sur 2 especes différentes (rongeur et lagomorphe) pour mesurer le potentiel tératogene du
xénobiotique et les altérations au cours de la croissance embryonnaire (développement
neurologique, développement des membres) (Rosa, Wilk, et Kelsey 1986; Keseru et al. 2004).
La toxicité sur la reproduction impose d’étre étudiée pour vérifier les performances des
organes de la reproduction (fonction des gonades, cycle, accouplement, gestation, parturition
et lactation) (Goericke-Pesch 2017) (De Oliveira et al. 2020). La phototoxicité évalue sur la
peau d’animaux le potentiel corrosif du xénobiotique par excitation du composé aprés une

exposition a la lumiére (Youn et al. 2020).

La prise en compte de la sensibilité et du bien-étre animal conduit a remettre en cause
son utilisation a des fins scientifiques. Les moyens d’identification de I'altération de la barriere
intestinale et de la toxicité ont subi une grande évolution au cours du temps avec I’'avenement
du principe des 3R (Raffiner, Réduire et Remplacer) en expérimentation animale (Diaz et al.
2020). Face a ce nouveau défi, des procédés simples, reproductibles, non invasifs et évolués

ont été développés.

Le Centre européen pour la validation des méthodes alternatives propose d’ailleurs une
liste de modeéles cellulaires in vitro validés pour prédire la sécurité et la toxicité des ingrédients
cosmétiques avec notamment des modeles de peau artificielle (Ponec 2002). L'utilisation des
bactéries est particulierement développée pour les études de mutation génétique humaine
dans les tests de génotoxicité. La génotoxicité est un parametre important lors des études de
toxicité. Trois tests sont nécessaires avant de pouvoir conclure sur un éventuel effet : le test
d’Ames qui est un test bactérien de mutation génique in vitro, le test de mutation génique in
vitro au locus HPRT sur cellules de mammiféres et le test de micronoyaux in vivo sur les

érythrocytes de mammiféres (Zeiger 2019).
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Ces essais in vitro bactériens sont plus rapides a effectuer, peu colteux et faciles a mettre
en place au sein d’un laboratoire. Ces essais de mutation peuvent ne pas convenir pour les
xénobiotiques exercant une activité bactéricide. Dans ce cas, 'utilisation d’autres animaux
comme les drosophiles ou les Zebra Fish est encouragée (Peraza-Vega et al. 2017 ; Wahyuni

et al. 2021).

3.2. Etudes conventionnelles
3.2.1. les études sur 'Homme

Pour étudier la perméabilit¢é membranaire intestinale des personnes atteintes
d’inflammation chronique de I'intestin, des tests de perméabilité chez 'Homme existent. Ils
sont basés sur le fait que certaines molécules ne sont pas métabolisées en totalité ce qui
permet de les retrouver dans les urines. Le lacticol (grosse molécule) et le mannitol (petite
molécule) sont deux composés de taille différente, donc elles vont utiliser deux voies
distinctes pour traverser la barriere intestinale : I'une passe entre les cellules de I'intestin et
I'autre traverse les cellules pour étre absorbée (Genser et al. 2018). Dans le cas d’une barriére
saine, il ne passe que 2 molécules de lactinol pour 100 molécules de mannitol. Une quantité
importante de peptides dans les urines indiquera I'existence d’une mauvaise digestion des
aliments, mais aussi d’une forte perméabilité intestinale. La présence de lésions épithéliales

ou d’un taux d'apoptose accru fournit des voies alternatives pour la perméation du lactinol.

De nouvelles sondes a base de différents sucres tels que le saccharose, lactulose, I-
rhamnose, érythritol et sucralose ont permis de différencier la perméabilité des segments
intestinaux. Le disaccharide saccharose est utilisé comme marqueur de la perméabilité
gastroduodénale, tandis que le rapport entre |'érythritol et le sucralose est utilisé comme
évaluation de la perméabilité colique (van Wijck et al. 2013). Aprés avoir bu une solution
contenant les sondes oligosaccharidiques, un prélevement d’urine est effectué puis analysé

par chromatographie liquide a haute performance.

Un autre moyen de comprendre I'état de la perméabilité intestinale est de regarder des
biomarqueurs fiables dans le sang. La zonuline (47 kDa), un analogue humain endogene de
I'entérotoxine bactérienne zonula occludens toxine, désassemble les complexes protéiques

de la jonction serrée (Fasano et al. 2000). Les protéines liant les acides gras sont des protéines
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cytosoliques d'environ 15kDa qui fixent et transportent les acides gras. Chaque segment
possede une protéine spécifique (L-FABP, I-FABP, IL-FABP,...) (Gajda et Storch 2015). Les FABP
vont étre libérées dans le plasma sanguin suite a des ischémies de la barriére, des altérations
ou des maladies de l'intestin gréle, les rendant facilement détectables (Kanda et al. 1992). La
citrulline, un acide aminé non protéique, utilise la glutamine comme précurseur pour étre
produit par les entérocytes. Elle représente un biomarqueur de la réduction de la masse des
entérocytes et donc est un témoin de I'augmentation de la perméabilité intestinale. Il a été
constaté une diminution de la citrulline dans le sang des patients ayant eu une transplantation
de cellules souches hématopoiétiques (Crenn, Messing, et Cynober 2008). D’autres marqueurs
ont été identifiés comme le lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine, présente a la surface
des bactéries ; le GLP-2 un produit de clivage du glucagon spécifique de l'intestin ; la a-1-
antitrypsine, un inhibiteur de la sérine protéase, retrouvé dans les feces et corrélé a la maladie

de Crohn (Karbach, Ewe, et Bodenstein 1983).

L’étude des effets de nouvelles molécules ou des xénobiotiques sur la barriére intestinale
et I'exploration des mécanismes affectés ne peut étre réalisée directement chez I’'Homme.
Aussi un effort a été fait pour développer des moyens reproductibles et proches de la réalité
pour évaluer les propriétés de perméabilité en laboratoire (gradient de concentration,
intégrité de la surface de I'épithélium, durée de la perméation, ..) (Arrieta, Bistritz, et

Meddings 2006).
3.2.2. Les modéles in vivo

Les modeles animaux et plus particulierement les mammiféres sont les modeéles vivants
présentant des similarités du point de vue anatomique, physiologique, histologique et
fonctionnel avec 'Homme. Dans ce sens, les résultats obtenus avec ['utilisation des
mammiferes restent le plus souvent la référence pour le développement de futurs modeles
de toxicité et de perméabilité intestinale. De plus, les animaux expriment de nombreuses
maladies communes avec I'Homme, ce qui facilite les tests d’efficacités d’agents
thérapeutiques ou les études de compréhension des mécanismes de la pathologie. Par
exemple, dans des pathologies inflammatoires chroniques de I'intestin, le modéle porcin est
particulierement adapté, car les lésions inflammatoires intestinales sont comparables a celles
observées chez les patients atteints de MICI (Yandza et al. 2012). De plus, le modeéle porcin
fournit une réponse immunitaire analogue a celle de 'Homme (Oswald 2006).
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Les modeles rongeurs et lagomorphes sont particulierement développés puisqu’ils sont
faciles a élever (grand nombre sur une superficie restreinte) et il est possible de modifier
spécifiguement leurs genes pour en comprendre leur fonction (Giocanti-Auregan et al. 2013).
Ce sont des modeles utiles pour étudier les facteurs d’inflammation chronique de l'intestin,
les désordres métaboliques et la modulation du microbiote intestinal (Burrello et al. 2019). Le
gavage oral avec une dose précise de composé marqué permet de suivre la distribution le long
du tractus digestif. Lorsque le 4 kDa fluorescein isothiocyanate (FITC)-dextran est ingéré par
le rongeur, des échantillons de sérum sont prélevés pour mesurer la perméabilité épithéliale

du FITC-dextran (B.-R. Li et al. 2018).

Les chercheurs peuvent également opter pour des espéces moins sensibles a la douleur
comme les poissons ou les invertébrés. C'est le cas notamment du modele de poisson-zebre
pour la toxicité intestinale induite par les médicaments (Ryu et al. 2018). Des tests de toxicité
aigué sont parfois réalisés chez les vers a soie (Usui et al. 2016) et les drosophiles (Peraza-Vega

et al. 2017).
3.2.3. Les modéles ex vivo

Le principe des modeles ex vivo consiste a perfuser directement un organe ou un morceau
d’organe en dehors de I'organisme dont il est issu. La perméation en chambre de Ussing

représente le systéeme le plus adapté pour ce modele (Ussing et Zerahn 1999).

Un segment d’intestin est monté entre deux demi-chambres remplies d’'un tampon
oxygéné en continu. Une paire d’électrodes géneére le courant tandis qu’une autre paire est
présente pour suivre les parametres électrophysiologiques tels que la résistance électrique
transépithéliale (TEER) (Thomson et al. 2019). Aprés I'ajout de marqueurs dans la chambre
mugqueuse, il est possible de prélever a intervalle de temps précis des échantillons dans Ila

chambre séreuse pour mesurer leur passage au travers du segment intestinal (Figure 32).

Avec la chambre d’Ussing, tous les tissus épithéliaux ou monocouches de cellules peuvent
étre perfusés en continu. La miniaturisation du procédé permet de réduire les volumes de
xénobiotiques a tester et permet aussi de réutiliser la méme biopsie pour plusieurs séries
d’expériences. Le screening de molécules peut étre envisagé, Schimpel et al. ont publié un
article ou ils évaluaient le transport de plusieurs nanoparticules a l'aide de segments

intestinaux porcins en chambre de Ussing (Schimpel et al. 2014).
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Electrodes induisant le courant

Electrodes mesurant les
paramétres électrophysiologiques

Segment d’intestin

Figure 32. Organisation d’'une chambre d’Ussing. Figure de Thomson et al. 2019.
Le tissu est fixé par des broches métalliques entre les deux moitiés de chambre. Deux paires d’électrodes Ag/AgCl
génerent le courant et mesurent les parameétres électrophysiologiques. La direction du flux de gaz vers le tampon

est indiquée par des fleches.

Des études ont montré la robustesse et reproductibilité des résultats. Des biopsies de 159
patients ont été utilisées pour tester 28 médicaments. Quatre régions intestinales,
duodénum, jéjunum, iléon et célon ont permis de montrer la perméabilité spécifique des
médicaments a chaque segment de l'intestin. Le suivi de la perméabilité intestinale a été

étudié en utilisant la testostérone comme substrats de sonde (Sjoberg et al. 2013).

3.3. Les modeles alternatifs in vitro

L'évaluation de la perméabilité intestinale est importante, car la muqueuse du tractus
gastro-intestinal est la premiére barriére pour les xénobiotiques oraux. Jusqu'a présent, les
modéles animaux (rongeurs) ont été recommandés par la pharmacopée, mais depuis les
années 2000, les modeles in vitro se sont imposés comme une alternative suffisante pour
mimer la barriére intestinale en limitant les co(ts et diminuant |'utilisation des animaux. Ces
modeles ont d’ailleurs permis d’acquérir les connaissances de base sur la physiologie de

I'appareil digestif.

La méthode in vitro la plus communément répandue et validée pour déterminer la
perméabilité membranaire est la mesure du flux de molécule a travers une monocouche de
cellules d’adénocarcinome de c6lon humain Caco-2 (Boim et al. 2019). Il s’agit d’'une lignée
cellulaire qui présente les caractéristiques morphologiques et fonctionnelles des cellules

intestinales. Les cellules Caco-2 forment des jonctions serrées et développent des
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microvillosités (Cheng, Li, et Uss 2008). Elles expriment les enzymes de la bordure en brosse,
les facteurs de croissance, les récepteurs et les principales enzymes métabolisant les
médicaments, a I'exception de CYP3A4 (Borlak et Zwadlo 2003). En outre, les cellules Caco-2
possedent une gamme de transporteurs trouvés dans les cellules intestinales absorbantes,
comme la P-glycoprotéine, des protéines associées a la multirésistance aux médicaments, des
protéines de transporteur d'anions organiques, etc. (Maubon et al. 2007). Il est également
admis que la majorité des composés avec une bonne perméabilité sur Caco-2 ont une bonne

absorption intestinale chez I’'Homme.

C’est pourquoi, les études de perméabilité in vitro a travers la monocouche de cellules
Caco-2 sont couramment utilisées dans l'industrie et sont également acceptées comme
substitut aux mesures de perméabilité intestinale humaine par « I’Agence américaine des
produits alimentaires et médicamenteux » (Food and Drug Administration - FDA) pour
soutenir de nouvelles applications de médicaments. Néanmoins, certaines variations de
I'expression des transporteurs peuvent se produire dans les cellules Caco-2 en fonction de
I'origine des cellules, ce qui souligne l'intérét de caractériser soigneusement les niveaux de
transporteurs dans tous les clones de cellules Caco-2 avant de les utiliser pour des essais de

transport de médicaments (Maubon et al. 2007).

Le choix de la lignée cellulaire épithéliale dépend fortement des paramétres étudiés. La
présence de mucus peut jouer un réle important dans I'adhésion et l'invasion des agents
pathogenes. La lignée épithéliale HT-29 provient également d’un adénocarcinome de célon.
Elle est plus pertinente sur le plan physiologique avec la formation de la couche de mucus, et
donc plus adaptée aux études des interactions cellules-pathogénes (Gagnon et al. 2013). La
lignée HT-29 est considérée comme une lignée de cellules intestinales pluripotentes, car la
modification du milieu de culture peut conduire a différentes voies de différenciation
entérocytaire. La différenciation n'est pas spontanée, elle dépend de I'apport en nutriments.
Par exemple, I'expression des hydrolases au niveau de la bordure en brosse est sensible a la
présence de glucose. Lorsque les HT-29 sont cultivés avec du glucose, elles restent
indifférenciées (Ponce de Ledn-Rodriguez, Guyot, et Laurent-Babot 2019). De plus, les HT-29
mettent plus de temps pour se différencier en entérocytes avec une bordure en brosse que
les Caco-2. Des clones de HT-29 ont été réalisés pour augmenter la production de mucines.

C'est le cas de HT29-MTX qui, en présence de méthotrexate, produisent des cellules
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caliciformes sécrétrices de mucus adhérant (Behrens et al. 2001). D’autres lignées sécrétrices

de mucus ont été développées comme LS174T ou LS180 (Tom et al. 1976).

La réponse inflammatoire déclenchée par I'activité toxique des xénobiotiques nécessite
des lignées épithéliales productrices de cytokines et d’hormones. C’est le cas des cellules
épithéliales T84 qui ont la capacité de sécréter des cytokines pro-inflammatoires en présence
d’E.coli (Braga et al. 2018). Elles se caractérisent par une différenciation en cellules
ressemblant a des cryptes aprés induction par des facteurs de croissance humains
recombinants (TGFB1 par exemple) ou d'autres facteurs solubles provenant de cellules

mésenchymateuses (Devriese et al. 2017).

La culture en 2 dimensions s’est progressivement complexifiée au cours du temps pour
se rapprocher de la réalité. Afin d'établir des modeéles in vitro toujours simples a mettre en
ceuvre, mais un peu plus réalistes, plusieurs modeles de co-culture ou de triple-culture plus
représentatifs de l'intestin gréle, ont été développés au fil des années. L’association de deux
types de cellules épithéliales comme Caco-2 et HT-29-MTX permet de développer une
monocouche épithéliale et une couche continue de mucus a sa surface. Cependant, ce modele
ne rend pas possible la formation de cryptes et villosités en raison de la monocouche. Un
modele de co-culture ressemblant a I'état sain a été créé avec des cellules Caco-2 et THP-1
différenciées. Ce type de modele permet également d’étudier les effets des xénobiotiques sur
une barriere enflammée suite a l'induction d’un état inflammatoire avec LPS et I'IFN-y
(Kémpfer et al. 2017). Des modéles de triple-culture ont également été développés. Le modele
le plus rependu dans I’étude de I'absorption des xénobiotiques comprend les cellules Caco-2,
HT29 et des lymphocytes B de Raji. Ce modele est particulierement utile pour acquérir le

phénotype des cellules M. (Lozoya-Agullo et al. 2017).

Les différents types de cellules utilisés dans les tests de perméabilité, qu’ils soient de
simples monocultures ou des systemes plus évolués de co-culture, sont cultivés en
monocouche sur un filtre qui sépare deux chambres : apicale et basolatérale. Cette structure
facilite la polarisation des cellules et mime le mouvement des xénobiotiques entre la lumiere
intestinale (coté apical) et le compartiment sanguin apres traversée des cellules épithéliales

(coté basolatéral) (Figure 33). Ce systeme est nommé Transwell.
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I xenobiotique

chambre apicale ———=
monocauche épithéliale
membrane

insert Transwell ———

chambre basolatérale ————

Figure 33. Représentation d’'une monocouche cellulaire sur la technologie Transwell

Ce modele Transwell a pour avantage d’acquérir des propriétés de barriere notamment
la polarité, les jonctions serrées, que les cellules n’ont pas en culture 2D sur des boites de
Pétri. L’évaluation du transport d’'un xénobiotique se réalise en I'ajoutant du c6té apical, on
suit alors le parametre d’absorption en prélevant le milieu basolatéral. Il est également
possible de regarder les effets sur la sécrétion de facteurs solubles, cytokines, et marqueurs
inflammatoires en ajoutant alors le xénobiotique en basolatéral. L'utilisation du taurocholate
de sodium en apical et d’albumine de sérum bovin en basolatéral permet d'augmenter la
perméabilité de médicaments peu solubles dans I'eau (Kataoka et al. 2003). Un calcul de la
perméabilité apparente représentant le taux d’accumulation du xénobiotique dans la
chambre prélevée permet de comparer les profils des xénobiotiques entre plusieurs
expériences. Ce parametre tient compte de la surface du filtre et du volume de chaque

chambre.

Un modeéle de muqueuse intestinale a été développé employant une co-culture Caco-
2/HT29-MTX adhérée sur un filtre Transwell avec un gel de collagéne et des cellules stromales
(fibroblastes) pour étudier I'absorption des xénobiotiques (N. Li et al. 2013). Ces modeéles
permettent d'évaluer non seulement les processus d'absorption des xénobiotiques, mais aussi
de déterminer par quelle voie ils traversent en utilisant des composés comme la Lucifer Yellow
(LY), I'inuline, le polyéthyléne glycol, le dextran couplé a un fluorochrome comme le FITC, la
horse radish peroxydase (HRP) ou encore l'acide sulfonique (Hidalgo, Raub, et Borchardt
1989). Par exemple la LY, sonde insoluble dans I’'eau, ne traverse pas la barriére lorsqu’elle
n’est pas altérée. Les composés de faibles poids moléculaires comme le FITC-dextran 4kDa
empruntent la voie transépithéliale tandis que I'acide sulfonique (400 Da) et la HRP sont des

marqueurs des flux paracellulaires. Il est a noter que la voie paracellulaire passive dans les
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cellules Caco-2 est généralement inférieure a celle observée in vivo dans l'intestin humain

(Schoultz et Keita 2020) .

L’intégrité des monocouches de cellules est vérifiée a I'aide du TEER. La perméabilité de
la monocouche est liée a la formation des protéines de jonction qui assurent la cohésion
cellulaire. La valeur de TEER refléte donc les structures et les propriétés physiques des cellules
épithéliales cultivées sur filtre, lorsque la résistance diminue, alors une altération de la
barriére a eu lieu (S. Chen, Einspanier, et Schoen 2015). Pour une différenciation cellulaire
compléte, la culture nécessite 3 semaines, ce qui représente un modele long a mettre en place
en vue du screening de molécule. C'est pourquoi, des cultures plus courtes d’environ 14 jours
sont souvent réalisées, mais il faut garder a I'esprit que I'expression des protéines de

métabolisation et de transport sera variable.

Des lignées cellulaires animales sont aussi utilisées pour les études de la perméabilité
intestinale. La lignée cEIC provenant de cellules intestinales canines est intéressante pour
étudier les effets des ingrédients alimentaires sur la fonction et la santé intestinales (Farquhar

et al. 2018).

Les incohérences des résultats d’absorption observées entre les modeéles de lignées
cellulaires et les études in vivo ont conduit a l'utilisation de cellules primaires. Les cellules
épithéliales intestinales humaines (HIEC) différenciées a partir de cellules souches intestinales
sont un nouveau systeme d’évaluation de la perméabilité (Takenaka et al. 2016). Les HIEC
servent également de modéles d'infection afin de mieux comprendre les interactions hote-
parasite (Castellanos-Gonzalez et al. 2013). La mise en culture des HIEC avec des macrophages,
monocytes ou des médiateurs de I'immunité a montré qu’ils contribuaient a la perturbation
de la barriere épithéliale par la dérégulation des protéines de la jonction serrée. La
contribution des macrophages a par ailleurs induit une apoptose des cellules entrainant une

inflammation intestinale importante (Lissner et al. 2015).

A la différence des lignées cellulaires immortalisées qui conservent leurs caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles apres chaque division cellulaire, les cellules primaires sont
moins homogenes et moins stables dans le temps. Les dérives doivent donc étre controlées.
De plus, la variabilité des réponses données par la culture des cellules primaires est a |'origine

de problémes de reproductibilité de résultats entre laboratoires (Kdmpfer et al. 2017).
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Pour pallier au manque de reproductibilité a I'échelle internationale, des systemes
automatisés sont apparus comme moyen de standardisation. La bio-impression, par exemple,
offre des possibilités pour I'impression de cellules épithéliales intestinales primaires humaines
et de myofibroblastes sur un filtre Transwell (Madden et al. 2018). Les modeles alternatifs se

tournent donc vers des structures en 3 dimensions.

3.4. Les modeles alternatifs en 3D
3.4.1. Les sphéroides

Les cocultures cellulaires en 2D méme cultivées sur des filtres ne reproduisent pas
I'architecture de I'épithélium multicellulaire et ne tiennent pas compte du
microenvironnement qui I’entoure. C’'est pourquoi le développement de modele 3D avec

I’'ajout de matrice extracellulaire reflete mieux la complexité existante in vivo.

Des structures qui font office d’échafaudages vont permettre aux cellules de s’organiser
dans I'espace et ainsi favoriser la formation de villosités et augmenter la perméabilité. Les
types d’échafaudages sont variés, ils peuvent étre de type nanofibres ou de type hydrogels

(Figure 34).

Figure 34. Photo d’un sphéroide réalisé au laboratoire.
Sphéroide composé de cellules primaires dans un échafaudage d’alginate. Le sphéroide est en suspension dans

un milieu de chlorure de calcium qui permet de rigidifier la structure et de maintenir les cellules en son sein.

Des cellules ont été cultivées dans et sur un hydrogel d'alginate. Lorsqu’elles sont
emprisonnées dans I’hydrogel les cellules s’organisent en multicouches, pour former des
sphéroides. Tandis que les cellules cultivées sur des surfaces d’hydrogels ont plutét formé des
structures de type villosité. Sur le principe d’un modeéle 3D intégrant les cellules dans

I’hydrogel, une étude a montré que le modele inflammatoire utilisant la lignée cellulaire
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intestinale Caco-2 et les cellules immunitaires PBMC permettait de tester diverses
formulations d’'un médicament anti-inflammatoire et de distinguer I'efficacité thérapeutique
selon la formulation (Leonard et al. 2012). Les sphéroides représentent un excellent moyen
de mimer des tumeurs colorectales ou gastriques pour étudier les effets toxiques ou
inducteurs de prolifération des xénobiotiques ou bien I'efficacité de ciblage d’agents

thérapeutiques (Courau et al. 2019).

3.4.2. Les organoides

Dans I'objectif d’obtenir un modéle regroupant tous les types de cellules de I'intestin et
qui conserve les propriétés physiologiques du tissu intestinal, I'accent a été mis sur le
développement d’organoides. Ce modele cellulaire est dérivé de cellules souches capables
non seulement de se différencier, mais également de s’autorenouveler, donnant un modeéle
plus autonome. Trois sources de cellules permettent de générer des organoides : les cellules
épithéliales intestinales obtenues par reprogrammation directe de fibroblastes ; les cellules
souches pluripotentes ou embryonnaires qui peuvent donner des organoides épithéliaux et
non épithéliaux (stromaux et mésenchymaux); ou les cellules souches intestinales qui se
différencient pour donner des entérocytes, des cellules caliciformes, des cellules entéro-
endocrines, des cellules de Paneth, des cellules M et des cellules de tuft (Schutgens et Clevers

2020).

L'organoide, lorsqu’il est injecté sous la peau d’un animal, est capable de reconstituer
localement un épithélium intestinal. Les expériences de transplantations démontrent I'intérét

de ces modeéles pour la médecine régénérative (Nakamura 2019).

De fagon générale, les systemes de culture des organoides reposent sur I'immersion des
cellules. Comme pour les sphéroides, les organoides se développent dans un gel ou une
matrice extracellulaire (laminin-rich matrigel), immergés dans un milieu de culture (Sato et al.
2009). Ces systemes favorisent I'expansion de I'épithélium pendant 60 jours, ce qui permet a
la fois une prolifération et une différenciation multilinéaire, et a la fois le développement d’un
microenvironnement approprié (X. Li, Ootani, et Kuo 2016). D’autres méthodes comme la
différenciation des cellules souches pluripotentes (iPCS) ou embryonnaires (ECS) sont utilisées

pour la modélisation de l'intestin, du c6lon, de I'estomac ou encore du foie (Review of
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Modeling Development and Disease with Organoids, par Hans Clevers 2016). Ces modeles
permettent d’étudier les pathologies inflammatoires ou cancéreuses (Bartfeld et al. 2015 ; X.

Li et al. 2014).

Pour les études de perméabilité membranaire, les IEC ou les cellules reprogrammées
peuvent étre cultivées en monocouches dans des boites de culture ou dans des systémes
Transwell en utilisant des cellules cultivées en organoides épithéliaux ou en épithélium
intestinal isolé (Figure 35). Manipuler les organoides sur un systéeme Transwell permet de

former des monocouches plus complexes.
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Figure 35. Les différentes formes d'organoides intestinaux pour modéliser les fonctions de la
barriere intestinale. Figure de Nakamura 2019.

Puisque les organoides peuvent modéliser des pathologies humaines, il devient possible
d’étudier les mécanismes de la pathologie. Il est méme envisageable de réaliser les tests
préliminaires de screening des médicaments sur ces modeles ou de réaliser de la médecine
personnalisée (Rossi, Manfrin, et Lutolf 2018). Des modeles toujours plus complexes se
développent continuellement avec notamment un modéle de co-culture macrophage-
entéroide humain primaire pour étudier la physiologie de la muqueuse intestinale et les

interactions héte-pathogéne (Noel et al. 2017).
3.4.3. Les systemes microphysiologiques

Les modeles de culture 2D et 3D de perméabilité intestinale présentés jusqu'ici ont été

réalisés dans des conditions statiques. Or in vivo, I'environnement est dynamique, le bol
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alimentaire est en mouvement et des parametres comme I'écoulement des fluides ou les

contraintes de cisaillement que les cellules regoivent doivent étre pris en compte.

Les modeles microphysiologiques (MPS) sont adaptés aux expositions chroniques
puisqu’ils reproduisent I'approvisionnement constant en nutriments. Des modéles miniatures
d’organe-sur-puce en systeme fluidiqgue sont un nouveau moyen d’évaluer in vitro I'efficacité
d'absorption de xénobiotiques. Une molécule chimiothérapeutique destinée a étre

administrée par voie orale a pu étre testée dans ce contexte (Pocock et al. 2017).

Les dispositifs de type intestin sur puce sont composés de deux canaux micro-fluidiques
divisés par une membrane flexible poreuse recouverte d'une matrice extracellulaire qui est

elle-méme recouverte de cellules Caco-2 (Figure 36).

Figure 36. Description du dispositif « organe-sur-puce ». Figure de Tan et al. 2018.
Deux canaux (1) et (2) dont les flux circulant en continu sont orientés dans le méme sens sont séparés par une
membrane poreuse (4). Une matrice extracellulaire (5) repose sur la membrane. Les cellules (3) adhérent a la

matrice et forment des villosités qui augmentent I'absorption.

Il est aussi possible de combiner les organoides et la technologie d’organe sur puce pour
étudier les interactions entre médicaments. La ol un modeéle statique informerait uniguement
sur le transport des médicaments, la combinaison de deux modeéles permettrait d’étudier
simultanément I'absorption, le métabolisme et les interactions. Pour exemple, un modele de
duodénum sur puce utilisant des organoides a mis en avant |'utilité d’avoir une forte
expression du CYP3A4 pour |'étude de la métabolisation des xénobiotiques (Kasendra et al.

2020).
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3.4.4. les bioréacteurs

Les bioréacteurs représentent également un systéme dynamique qui met en culture des
organoides ou cocultures en 3D. Les conditions dynamiques favorisent la différenciation des
cellules Caco-2 en cellules ressemblant a des cellules épithéliales de I'intestin gréle (Pusch et
al. 2011). Les divers formats de bioréacteurs sont présentés dans de nombreuses revues (H.-
C. Chen et Hu 2006). Le systeme de bioréacteur a perfusion s'est révélé bénéfique pour la

culture de cellules intestinales a long terme (S. S. Kim, Penkala, et Abrahimi 2007).

3.5. Les modeles alternatifs in silico

L'ensemble des modeles in vitro en 2D ou 3D a haut débit et a plus ou moins faible co(t
génerent une quantité de données importante qu’il faut ensuite analyser (Russo et al. 2019).
Afin de répondre aux traitements de données en masse, des méthodes biostatistiques ont été
mises au point. Les résultats quantitatifs sont triés, caractérisés par des coefficients de

régression issus de modeles prédictifs (Edler et Ittrich 2003).

Plusieurs outils bio-informatiques ont fait émerger des modéles in silico pour I'évaluation
de la toxicité (Burton et al. 2016). En analysant les paramétres obtenus par les modeles
cellulaires in vitro, des systémes de prédiction tels que PBPK peuvent calculer les propriétés
de perméabilité de nouvelles molécules qui n’ont pas encore été testées. Par exemple, les
données de coculture des Caco-2 et MDCK ont été ajoutées dans le modele PBPK. Ce modéle
est capable d’intégrer les paramétres physiologiques, anatomiques, chimiques et physiques

des processus complexes d'absorption afin d’en prédire les effets.

De plus, I'in silico associé au « deep learning » ou aux intelligences artificielles rend
possible de tester toutes les possibilités d’interaction entre 2 molécules et de désigner
I'interaction la plus fréqguemment retrouvée (Shin et al. 2018). Cette modélisation est utile
pour discriminer des molécules de ciblage par exemple. L'informatique représente donc un
atout non négligeable d’analyse, mais aussi de prédiction (H. Cai et al. 2006 ; Chiang et al.

2018).
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Chapitre 4 : Objectif de la these

Le transport et le passage des xénobiotiques dans la circulation générale sont entravés
par les barrieres d’organes et divers processus de protection physiques, chimiques et
immunitaires. Ces mécanismes de protection sont déployés pour dégrader et métaboliser
toutes les molécules du non-soi considérées comme sources de danger pour |'organisme. La
compréhension du devenir des xénobiotiques permet de mieux appréhender les
dérégulations qu’ils entrainent. Une avancée conséquente des techniques et des outils
d’étude est a l'origine d’une disparité des résultats d’un laboratoire a un autre suivant la

complexité des modéles employés.

Le projet de thése que je vous décris dans ce manuscrit a pour objet de présenter des
modeéles a mettre en place dans un laboratoire pour évaluer les effets et le devenir de
xénobiotiques dans un contexte d’administration orale. Cette thése s’inscrit dans un
consortium nommé MiBioGate qui vise entre autres objectifs, a développer de nouveaux
outils de ciblage du microbiote ou de la barriére d’organes, et a identifier des biomarqueurs

et des facteurs responsables de pathologies inflammatoires chroniques de I'intestin.

La premiére partie du travail de thése a donc concerné I'étude d’agents thérapeutiques
alternatifs aux anticorps. La premiéere équipe, dans laquelle j'ai été accueillie, disposait d’une
compétence particuliere sur des protéines d’échafaudages vectrices, appelées affitines.
Différentes affitines générées contre des immunoglobulines, biomarqueurs bactériens ou
tumoraux étaient disponibles pour nous aider a réaliser notre étude (Béhar et al. 2019)
(Kalichuk et al. 2018b). L’affitine candidate la plus appropriée aux objectifs du Consortium
MibioGate concernait une affitine ciblant le lysozyme, une glycosidase produite par les
granulocytes et monocytes qui posseéde des propriétés antibactériennes et anti-
inflammatoires (Shimazaki et Takahashi 2018; Sherly Carolyn et al. 2019). Le lysozyme est
décrit comme le marqueur le plus sensible de I'inflammation dans la maladie de Crohn (Miller,

Autenrieth, et Peschel 2005; Haapamaki et al. 2006).

Les protéines sont tres souvent administrées par voie parentérale, car I'acidité gastrique
et les enzymes présentes dans le tractus digestif dégradent I'agent thérapeutique. Réussir a

administrer une protéine par voie orale suscite donc un défi majeur pour I'administration de
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médicaments. Lors d’une telle administration, les affitines vont transiter par la voie gastro-
intestinale avant de rejoindre leur cible d’action, c’est pourquoi nous nous sommes
concentrés sur la mise en place d’'une barriere intestinale in vitro et 'utilisation de milieux
mimant le compartiment gastrique et intestinal.

Pour réaliser ce travail, nous devions, en premier lieu, déterminer la méthode de dosage
et de tracgabilité adéquate pour suivre les affitines dans les différents compartiments qu’elles
doivent traverser. Une fois la méthode déterminée, il est devenu possible d’évaluer leur
comportement face a une monocouche de cellules épithéliales cultivées sur un insert
Transwell.

En second lieu, nous nous sommes intéressés a la stabilité des affitines dans un
environnement gastrique et intestinal. Notre postulat est que I'effet de la température et du
pH des milieux synthétiques ne représente pas des conditions déléteres pour les affitines
puisqu’elles sont hautement stables (Béhar et al. 2013). En revanche, I’action de la pepsine et
de la pancréatine peut présenter un obstacle conséquent pour I'administration orale.

L’objectif de mon travail a été de déterminer quelles actions ont ces protéases sur les
affitines et comment, avec une ingénierie protéique, il est possible de s’affranchir des
éventuelles coupures constatées (Article ). L'ensemble des travaux ont été effectués sur une

affitine nommée H4 ciblant le lysozyme avant d’étre étendus a d’autres familles d’affitines.

La seconde partie de ma thése, réalisée dans une deuxieme équipe d’accueil, s’est
concentrée sur les problématiques soulevées par |'utilisation des herbicides. Les polluants de
maniére générale sont des xénobiotiques qui s’accumulent dans l'environnement et
produisent des effets déléteres sur la faune aquatique sans que cela ait été prémédité. Les
larges utilisations de ces herbicides a travers le monde sont a |'origine d’'une contamination
des eaux de surface et des eaux souterraines qui sont destinées a la consommation humaine.
La diversité des molécules sur le marché rend impossible de toutes les étudier et aucune
méthode de screening en routine ne fait consensus. Alors que les études sur la faune
aquatique sont nombreuses, peu de recherches sont effectuées pour la santé humaine. Un
objectif sous-jacent de cette partie de thése est de montrer qu’avec des méthodes simples et

déja validées par la communauté scientifique, il est possible d’évaluer une partie des effets
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des polluants sur la santé humaine. Puisque le Consortium MibioGate s’intéresse en particulier

aux barrieres d’organe, nous avons concentré nos études sur la barriere intestinale.

Le prérequis de cette partie du projet de these était de déterminer quels herbicides
inclure dans notre étude. En nous basant sur les données du BRGM, et en appliquant les
critéres de choix suivant, fréquence de détection, dépassement des seuils réglementaires,
effets connus sur la faune et répartition géographique, nous avons retenu un inhibiteur de la
photosynthese (atrazine et ses métabolites DEA, DIA et DEDIA) et un inhibiteur de la synthese
des acides gras a chaine longue (S-métolachlore et ses métabolites OXA et ESA). Entre 1992 et
2021, seules 77 publications sont ressorties avec les mots clés « human effects metolachlor »
sur Pubmed a propos des effets du S-métolachlore chez ’'Homme. Décrit comme « inclassable
guant a la cancérogénicité » par I’ANSES, il convient donc de poursuivre les investigations sur
ces molécules.

Notre premier objectif a été de regarder le potentiel d’induction de prolifération cellulaire
par les deux herbicides et leurs métabolites de dégradation. L’investigation de ce parameétre
sur des cellules intestinales humaines est réalisée pour la premiére fois.

Dans un second temps, nous avons cherché a évaluer les effets du métolachlore, de
I’atrazine et de leurs métabolites sur la perméabilité membranaire de I'intestin (Article 1l en
cours de rédaction). Comme pour les médicaments, ces herbicides vont entrer en contact avec
la barriere intestinale. Ainsi, le modele de monocouche de cellules épithéliales intestinales,
précédemment mis au point est adapté. Notre intérét s’est porté sur les principaux acteurs du
maintien de lintégrité membranaire que sont les protéines de jonction. Nous avons
sélectionné une protéine d’adhérence, la E-cadhérine, et trois protéines de jonctions serrées,
la Zonula Occludens 1, I'occludine et la claudine-1. Ces protéines de jonction sont des
indicateurs de I'intégrité de la barriere intestinale. L'ensemble des travaux que nous avons
réalisés évalue les effets des herbicides seul et/ou en cocktail, suite a une exposition aigué
et/ou chronique, et pour une faible et/ou forte concentration de produits, afin de se placer

dans les conditions les plus proches de celles rencontrées au quotidien.

Dans un dernier temps, une évaluation transcriptomique a été menée afin d’identifier les
expressions différentielles des genes entre les cellules non exposées et celles exposées aux

herbicides afin de valider nos observations.
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Matériels biologiques

Lors de ce projet, nous avons travaillé avec trois affitines H4, D1 et C3 développées au
laboratoire. H4 cible une glycoside hydrolase (EC 3.2.1.17) nommée lysozyme, qui est sécrétée
par les granulocytes et les monocytes. Cette glycosidase détruit la paroi bactérienne des
bactéries Gram positif en catalysant I'hydrolyse des peptidoglycanes la constituant. D1 et C3
ciblent une immunoglobuline humaine (Tegeline) administrée principalement dans les cas de
déficit immunitaire primitif et secondaire. Un anticorps (Tegeline) et un nanobodie (A1) ont

été employés comme protéines de comparaison.

Nous avons aussi travaillé avec deux herbicides : le métolachlore (Mtc) et ses métabolites
métolachlore-OXA (OXA) et métolachlore-ESA (ESA) ainsi que l'atrazine (Atz) et ses
métabolites diéthyl-atrazine (DEA), déisopropyl-atrazine (DIA) et diéthyl-déisopropyl-atrazine
(DEDIA).

Les protéines de jonctions regardées dans le cadre de I'évaluation de la perméabilité
intestinale sont la zonula occludens (ZO-1), I'occludine (OCLN), la claudine-1 (CL-1) et I'E-
cadhérine (E-cad). Des anticorps de lapin dirigés contre ces protéines ont été achetés chez Cell
signaling. Ces anticorps fonctionnent aussi bien pour les techniques d’'immunomarquage et
de fluorescence. Un anticorps secondaire de souris anti-lIgG de lapin et couplé a la Horseradish
Peroxidase (HRP) ou a I’AlexaFluor488 est utilisé comme moyen de révélation, provenant eux

aussi de chez Cell Signaling.

Génération des affitines

Les affitines sont toutes produites au laboratoire dans un vecteur d’expression
cytoplasmique et sont exprimées chez E. coli. Les purifications sont effectuées sur colonne
d’affinité grace a leur séquence RGS-6His présente en N-terminale puis par une
chromatographie d’exclusion Superdex 75 (GE Healthcare). Les affitines sont conservées a -
80°C. Les cibles des affitines telles que le lysozyme provient de chez Sigma-Aldrich et la
tegeline nous a été aimablement fournie par Bernard Vanhove de I’Université de Nantes.
L’anticorps anti-RGS-6His couplé a la HRP servant a la détection des affitines a été acheté chez

Qiagen.
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Dosages protéiques

Dosage spectrophotométrique_ Le tryptophane, et dans une plus faible mesure, la tyrosine
absorbent a 280 nm. La phénylalanine et la cystéine ont aussi de faibles absorptions dans cette
région des ultraviolets rapprochés. Il est donc possible de doser les protéines en mesurant
I'absorbance a 280 nm. Pour le dosage de H4 et C3, nous avons réalisé une gamme de
concentration de 0-1-2,5-5-10-20 et 50 uM et mesuré les valeurs d’absorbances avec un

NanoDrop (2000, Thermo Scientific).

Dosage colorimétrique BCA_ L'acide bicinchoninique (BCA) met en ceuvre une réaction de
réduction de I'ion Cu?* par les liaisons peptidiques des protéines. En formant ces complexes,
il prend une couleur pourpre. La lecture de I'absorbance est réalisée a 562 nm apres 2 h
d’incubation. Le kit employé provient de chez Interchim (#UP40840A). Cette méthode de
dosage a également été employée pour le dosage des protéines totales extraites de la lignée

Caco-2.

Dosage colorimétrique Bradford_ Bradford et al en 1976 ont développé une méthode basée
sur l'absorbance du colorant bleu de Coomassie. Ce colorant interagit avec les protéines et la
complexation provoque un transfert du pic d'absorption qui passe des longueurs d’onde du
domaine rouge au domaine bleu en présence d’acide formique. L’interaction se fait
principalement avec des AA basiques (Arginine, Histidine, et Lysine) et des AA hydrophobes.
La lecture de I'absorbance s’effectue aprés 5 min d’incubation a I'obscurité a 595nm. Nous

avons utilisé un kit de chez Biorad (Quickstart Bradford, # 500-0006) pour réaliser le dosage.

Dosage immuno-enzymatique_ La méthode ELISA (de I'anglais Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) nous a permis de vérifier I'affinité des affitines pour leur cible lorsque
des modifications leur sont apportées. Nous avons également évalué la méthode de dosage

direct par un ELISA-like en adsorbant directement les affitines a la place de leur cible.

Pour chaque expérience, un protocole similaire a été appliqué. Plusieurs incubations se
succedent, séparées par des lavages au PBS 1X. Dans un premier temps, une incubation de 1h
a lieu pour fixer 1 ug de la cible (0,1x10 pg/mL) dans une plaque 96 puits Maxisorp. Une étape
de saturation sur la nuit est réalisée avec une solution de PBS-BSA 0,5 % avant d’ajouter une
concentration variable en affitine H4, C3 ou D1 (entre 50 et 1 000 nM) pendant 1 h. Dans le

cas de I'absorption directe des affitines, le protocole est [égerement modifié puisque dans un
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premier temps, sans incubation préalable de la cible, H4, C3 et D1 sont directement incubées
1 h sur la plague Maxisorp avec une gamme de concentration de 50 a 1000 nM suivie de
I’étape de saturation sur la nuit. Enfin, un anticorps anti-RGS-6His couplé a de la HRP (1/10
000) est incubé 1h et suivi de I'ajout d’une solution composé d’o-phenylenediamine
dihydrochloride (OPD) et de peroxyde d’hydrogéne. L'OPD est oxydé par la HRP avec du
peroxyde d'hydrogene. Les fonctions amines deviennent des fonctions imines et donnent lieu
a la formation de doubles liaisons conjuguées, ce qui rend 'OPD chromophore. Ce substrat
produit un composé soluble de couleur jaune orangé qui peut étre lue par spectrophotométrie

a 450 nm.

Pour le dosage du Mtc et de I’Atz, nous avons suivi le protocole recommandé par le

fournisseur de kit NOVAKITS.
Marquage des affitines

Le lieu de fixation et la quantité fixée varient en fonction de la protéine et du nombre de
résidus présents dans la séquence peptidique des affitines. Les premiéres cibles envisagées
sont les lysines, car elles sont abondantes et présentes dans toutes les affitines que nous
étudions. La multiplicité des sites de marquage permet d’augmenter lintensité de
fluorescence visible lors de la détection. Cependant, la quantification du nombre de molécules
d’Alexa fixées n’est pas envisageable, car il est possible d’obtenir aussi bien aucune, une ou
plusieurs molécules d’Alexa par affitine, nous parlerons plutét d’un degré de marquage, le
DOL (degree of labeling). Les molécules d’Alexa peuvent étre fixées aux protéines a des
rapports molaires élevés sans auto-extinction significative, conduisant a des conjugués plus

brillants et a une détection plus sensible. Le calcul du DOL a été le suivant :

A647 X facteur de dilution
€ X concentration en protéines (M)

Mole de fluorescence par mole de protéines =

Notons que le coefficient d’extinction molaire (g€) de I’AlexaFluor647 NHS est de

270 000 cm™ M- ! tandis que celui de AlexaFluor647 maléimide est de 265 000 cm™*M.

Dans le cas ou la multiplicité des marquages sur une méme protéine entraine une
diminution d’affinité de I'affitine pour sa cible, nous avons également réalisé un marquage sur

les groupements thiols présents en C terminal de I'affitine D1.
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L'AlexaFluor647® NHS ester et I’AlexaFluor647® maléimide (Thermofischer) sont donc les
deux molécules fluorescentes que nous avons sélectionnées. AlexaFluor647® est une
molécule de 1250 Da qui émet de la fluorescence dans le domaine du visible au niveau du
rouge lointain avec une longueur d’onde d’excitation idéale du laser de 651nm et d’émission
de 672 nm. Selon les échantillons, environ 11-12 nmol d’affitine diluées dans NaHCOj3 sont
incubées avec 8 a 32 nmol AlexaFluor647 pendant 5 a 10 min a température ambiante. Une
étape de purification est ensuite réalisée sur des colonnes de dessalage en polyacrylamide (7
kDa, Pierce, Thermo Scientific, #89849) préalablement équilibrées avec soit du PBS (pour les
marquages a |’AlexaFluor647-maléimide) soit du TBS (pour les marquages a |’AlexaFluor647-
NHS). Une courte centrifugation de 1500 g pendant 2 min permet non seulement de retirer
I’exces de composé fluorescent mais aussi de récupérer les affitines marquées dans le tampon

de stockage adapté (PBS ou TBS).
Digestion gastrique et intestinale

Pour imiter les fluides intestinaux et gastriques avant et aprés un repas, nous avons
employé une préparation de chez Biorelevant nommé FaSSIF (Fasted State Human Intestinal
Fluid), FeSSIF (Fed state simulating intestinal fluid), FaSSGF (Fasted state simulated gastric
fluid). Tous ces milieux sont composés en proportion variable de sodium taurocholate (TC),
lécithine, chlorure de sodium (NaCl), hydroxyde de sodium (NaOH) et dihydrogénophosphate
de sodium (NaH;POa).

Milieu mimant I'estomac_ Pour préparer la solution de milieu gastrique synthétique
correspondant a FaSSGF (estomac a jeun), nous avons mélangé 0,06 mg/mL de poudre FaSSIF,
FeSSIF & FaSSGF dans une solution de 34,2 mM NaCl/HCl de pH 1,6. Nous avons ensuite réalisé
extemporanément la solution finale contenant la pepsine. Différentes concentrations en
pepsine ont été testées (de 0,025 a 3,2 mg/mL). Les affitines sont mises dans le milieu
gastrique synthétique a une concentration finale de 0,5mg/mL puis sont incubées a différents
temps (1- 10- 30- 60- 120- 180- 240- 300 min) a 37°C sous agitation. La réaction est stoppée
avec une solution de Na;COs a 200 mM. Les échantillons témoins n’ayant pas eu de digestion
sont mélangés directement a t0 avec Na;COs a 200 mM. Enfin, les échantillons sont déposés

sur un gel SDS-PAGE.
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Milieu mimant l'intestin_ Afin de préparer la solution mimant le milieu intestinal, nous avons
préparé le milieu correspondant a FaSSIF (intestin a jeun) de chez Biorelevant. Nous avons
mélangé 2.24 mg/mL de poudre FaSSIF, FeSSIF & FaSSGF dans une solution de NaOH (10 mM),
NaH,PO4 (28,66 mM) et NaCl (105,88 mM). La solution finale doit étre a pH 6,5. Nous avons
ensuite réalisé extemporanément la solution finale contenant différentes concentrations en
pancréatine (de 0,01 a 10 mg/mL). Les affitines sont mises dans le milieu intestinal synthétique
a une concentration finale de 0,5 mg/mL puis sont incubées a différents temps (10- 30- 60-
120- 180 min) a 37 °C sous agitation. La réaction est stoppée par chauffage a 100°C. Les
échantillons témoins n’ayant pas eu de digestion sont directement, a to, mis a 100°C. Enfin, les

échantillons sont déposés sur un gel SDS-PAGE.
Electrophorése SDS-PAGE

Les affitines ont un poids moléculaire d’environ 10 kDa (7 kDa additionnés de la séquence
RGS-6His). Nous avons réalisé des gels a 15 % d’acrylamide pour le gel de séparation et 4 %
d’acrylamide pour le gel de concentration. Les affitines sont préparées a différentes
concentrations. Un tampon de charge composé de Tris 250 mM, SDS 10 %, glycérol 50 %, B-
mercaptoéthanol et bromophénol 0,5 % a pH 6,8 est ajouté puis les échantillons sont incubés
a 95 °C pendant 10 min afin de favoriser la dénaturation. Aprés avoir déposé les échantillons
et le marqueur de taille « precision plus protein standards all blue » (BioRad), la migration des
gels se fait dans des cuves d’électrophorése contenant du tampon de migration (Tris 25 mM,
SDS 0,1 %, glycine 250 mM a pH 8,3) pendant 55 min a 150 V. Les gels sont ensuite colorés au

Bleu de Coomassie et décolorés dans |'eau avant d’étre imagés sur le systéme ChemiDoc.

Afin d’obtenir un meilleur pouvoir résolutif pour les bandes inférieures a 10 kDa, nous

avons optimisé le gel en modifiant de nombreux parametres (Tableau 7).

Tableau 7. Différents parametres testés pour réaliser un gel SDS-page plus résolutif

Gel de Urée Acrylamide Tris HCI Glycérol Glutaraldéhyde
séparation
12 % 25M 30% 1,5MpH8,8 100 % 5%
15 % 3M 40 % 3MpH88 50% 2,5%
18 % 4,2 M SMpH8,45 10% Sans
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Les conditions qui different d’un gel conventionnel et que nous avons retenues sont un
gel a 10 % contenant 4,2 M d’Urée, 30 % d’acrylamide, 10 % de glycérol et un tampon Tris-HCl
3 M a pH 8,45. Une étape supplémentaire de fixation au glutaraldéhyde 2,5 % est effectuée

avant I'étape de coloration.
Spectrométrie de masse (MS)

Les affitines a 0,5 mg/mL ont été préparées avec ou sans digestion a la pepsine. Un gel
d’électrophorése est réalisé pour s’assurer que les protéines ont bien été digérées par la

pepsine et que les témoins ne présentent pas de digestion.

Sur la plateforme de spectrométrie de masse, un mélange 1 : 1 de TCEP et d’échantillon
sont mis dans des restricteurs (Macherey Nagel) adaptés au spectrometre de masse. L’analyse
des affitines digérées ou non a été réalisée sur un spectrometre de masse Q-TOF SynaptTM
G2 HRMS équipé d'une interface d'ionisation électrospray (ESI) fonctionnant en mode positif

et d'un dispositif Acquity H-Class® UPLCTM (Waters Corporation, Milford, MA, USA).

Les affitines préalablement incubées ou non avec la pepsine ne sont pas introduites
directement dans la source d’ionisation, une méthode séparative a été employée. Deux types
de colonnes de chromatographie liquide ont été utilisées en fonction de 'objectif visé. Pour
identifier le nombre de fragments générés lors d’une digestion a la pepsine, nous avons utilisé
la LC-HRMS (Chromatographie Liquide couplée a la Spectrométrie de Masse Haute Résolution)
avec une colonne BEH C4. Pour identifier précisément les AA touchés par le clivage de la
pepsine, nous avons utilisé la LC-MS/MS (Chromatographie liquide couplée a la Spectrométrie
de Masse en tandem) avec une colonne BEH C18 (1,7um ; 2,1 x 100 mm). Les peptides ont été
séparés avec un gradient linéaire de la phase mobile B (100 % acétonitrile) dans la phase
mobile A (5 % acétonitrile), chacune contenant 0,1 % d'acide formique, et a un débit de
400 pL/min. La phase mobile B a été maintenue constante a 1 % pendant 1 min, puis
augmentée linéairement de 1 % a 99 % pendant 10 min, maintenue constante a 99 % pendant
1 min, ramenée a la condition initiale pendant 1 min, et maintenue constante pendant 2 min
avant l'injection suivante. La température de la colonne a été maintenue a 60 °C pendant toute

la durée du cycle.

Les peptides ont ensuite été détectés par le spectrometre de masse avec l'interface ESI

fonctionnant en mode ion positif (tension capillaire, 3 kV ; débit et température du gaz de
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désolvatation (N2), 900 L/h et 400 °C ; température de la source, 150 °C). Les données ont été
acquises a la vitesse de 4 spectres/sec et la fenétre d'acquisition a été réglée de m/z 50 a 4000.
L'ionisation des échantillons par électrospray permet 'obtention des ions multichargés,
notamment dans le cas des protéines. Cette source d’ionisation permet I'analyse de
biomolécules a hauts poids moléculaires en fonction du rapport masse sur charge (m/z).
Cependant, pour les biomolécules de plus de 2 000 Da telles que les affitines (10 kDa), les forts
états de charge générés (> 40) sont déléteres pour la précision de la mesure. Il est donc

nécessaire d’utiliser un systeme analyseur a haute résolution tel que le temps de vol (TOF).

Les conditions d’analyse en MS/MS avec des ions précurseurs a hauts états de charge se
fragmentent moins bien dans la cellule de collision rendant I'identification de I’enchainement
en AA moins efficace. C'est pourquoi, les échantillons dans ces conditions ont recu une
digestion supplémentaire avec la trypsine pour réduire leur taille de fagon contrdlée a I'échelle
du peptide (500 a 2000 Da). Les peptides présenteront ainsi de plus faibles états de charge (1,
2 a 3) et une bien meilleure fragmentation en mode MS/MS. Les principaux ions précurseurs
ont été sélectionnés en fonction de leur m/z spécifique, puis fragmentés avec une énergie de
collision fixée a 30 V. Les distributions d'états de charge multiples des protéines intactes ont
été déconvoluées a I'aide du logiciel MaxEntl (Waters Corporation) et les spectres MS/MS
générés ont été analysés manuellement pour déterminer la couverture de séquence de

chaque protéine.

Dichroisme circulaire (CD)

La spectroscopie CD dans l'ultraviolet lointain a été utilisée pour déterminer les structures
secondaires des affitines, mais aussi pour évaluer leur stabilité a différents pH et
températures. Les mesures ont été effectuées avec un instrument Jasco J-810 (Jasco, Lisses,
France), en utilisant une cellule de quartz avec une longueur de trajet de 0,2 cm (Hellma, Paris,
France). Pour la stabilité du pH, des affitines a 0,25 mg/mL ont été incubées pendant une nuit
a température ambiante dans un tampon phosphate de sodium 20 mM avec un pH allant de
4 a 10 ou dans du HCI 1N pour un pH 0. Les spectres CD ont été réalisés a 20 °C. Pour le
traitement des données, trois balayages consécutifs ont été collectés pour chaque mesure de
210 a 250 nm. Les données ont été recueillies sous forme d'ellipticité en unités de millidegrés
(mdeg) en fonction de la longueur d'onde (nm). Le dépliage thermique a été suivi a 222 nm

dans un tampon de phosphate de potassium, pH 7,4, dans un mode de mesure de
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température allant de 20 a 95 °C avec une vitesse de balayage de 1 °C/min. Les données ont

été recueillies sous forme d'ellipticité en unités de mdeg en fonction de la température (°C).
Western-blot

Une membrane de nitrocellulose de 0,45 um (Whatman, #10401196) a été utilisée pour
la détection des affitines et une membrane polyfluorure de vinylidéene de 0,45 um (PVDF)
(Immobilon-P membrane Merck IPVH00010) activée avec du méthanol a été privilégiée pour
la détection des protéines de jonction exposées aux polluants. Le gel d’électrophorese, les
membranes, les éponges et les papiers filtres sont équilibrés avec le tampon de transfert froid
(Tris, Glycine, SDS 1X + 20 % éthanol) avant d’étre montés dans la cassette du Transblot
(BioRad mini protean). Le transfert des affitines est programmé a 100 V pendant 1 h. Pour
I’étude des protéines de jonction, les paramétres de temps de transfert, de voltage et de
pourcentage du gel de séparation ont aussi été modifiés. Une migration forte a 300mA
pendant 3h est utilisée pour les protéines ZO-1 tandis qu’un transfert plus doux sur la nuit est
réalisé pour la CL-1. Les deux conditions de transfert conviennent pour les protéines E-cad et

OCLN ainsi que la protéine témoin actine.

Apres 3 lavages au PBS, une solution de blocage est mise a incuber avec la membrane sur
la nuit a 4 °C ou 2 h a température ambiante. La solution de blocage correspond a un mélange
entre une poudre de blocage fournie avec I'anticorps anti-RGS-6His (Qiagen), du PBS et du
Tween 20 a 0,1 % pour les transferts d’affitine et entre du TBS, BSAa 5 % et Tween 202 0,1 %
pour les protéines de jonction. Les protéines de jonction nécessitent une incubation d’une
nuit a 4 °C avec l'anticorps primaire, tandis que les affitines n’en ont pas besoin. Aprés
plusieurs lavages au PBS-Tween ou TBS-Tween, un anticorps secondaire anti RGS-6His couplé
a la HRP (pour les affitines) ou un anticorps secondaire anti-IgG couplé a la HRP (pour les
protéines de jonction) est incubé pendant 2 h a I'abri de la lumiére. La détection des affitines
et des protéines de jonction est réalisée avec un kit Clarity western ECL (Bio-Rad, # 170-5060)

et I'acquisition des images est obtenue avec un lecteur ImagelLab de chez BioRad.
Culture cellulaire

Une lignée de cellules épithéliales d’adénocarcinome de c6élon humain (Caco-2) a été
cultivée a 37 °C et 5 % de CO,, dans un milieu DMEM 4,5 g/L de glucose et pyruvate, enrichi

en L-glutamine (2 mM), 10 % de sérum de veau feetal (SVF), 100 U/mL de pénicilline et
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streptomycine. Toutes les expériences ont été réalisées avec des cellules entre le passage 51
et 63. Chaque passage a été effectué avec de la trypsine lorsque la flasque atteignait 70 a 80 %
de confluence. Nos cellules sont contrélées mycoplasme négatif par qPCR suite a une
extraction de I’ADN automatisée par le Quiacub (kit DNeasy Blood & Tissue Quiagen, # 69506).

Le milieu est changé tous les 2 ou 3 jours.
Test de cytotoxicité

Méthode MTT _ La toxicité des affitines pour I’étude de la perméabilité a été déterminée avec
du méthyle thiazol tetrazolium (MTT). Dans une plaque 96 puits transparents a fond plat
Maxisorp (Falcon), 10 000 ou 20 000 cellules sont ensemencées par puits. Apres 24 ou 48 h
d’incubation a 37 °C, les cellules de chaque puits ont été traitées avec différentes
concentrations en affitines ou herbicides (0 a 50 uM) et en contréle positif DMSO (0 a 20 %).
A la fin de l'incubation a 37 °C, une solution de MTT est incubée 3h30 a 37 °C. Les cristaux
violets correspondant a la formation de formazan par les mitochondries sont resolubilisés
dans du DMSO et mis sous agitation. L’absorbance a été mesurée a 555 nm sur le TECAN pour
les affitines et 570 nm avec un lecteur de plaque VICTOR pour les herbicides. La viabilité

cellulaire est calculée comme suit : (Aprotsine — Aomso)/ (Ablanc — Abmso) *100.

Méthode ATP_ Dans une plaque 96 puits de culture a fond blanc (Greiner), 10 000 cellules
sont ensemencées par puits. Aprés 24 h, des gammes de polluants de 0 uM a 50 pM sont
ajoutées et incubées a 37 °C pendant 24 h. Une solution de CelltiterGlow (Promega) a 100 mM
est déposée directement dans les puits. Une agitation de 2min sur un agitateur orbital permet
de mélanger doucement le milieu. Aprés une courte incubation de 10min a température
ambiante pour stabiliser la bioluminescence, la luminescence est lue avec un lecteur de plaque

VICTOR X3 (PerkinElmer).

Extraction des protéines

Dans des plaques 6 puits transparentes (Nunclon), 300 000 cellules sont ensemencées par
puits pour une culture de 7, 14 ou 21 jours. Les cellules sont exposées avec les herbicides soit
en chronique dés le lendemain de I'ensemencement soit en aigu 24h avant I'expérience.
Différentes concentrations en herbicides ou métabolites (0; 0,5; 1 ou 10 uM) et cocktails
(0,5 ou 1 uM) sont exposées sur les cellules. Les cellules en fin de culture sont ensuite lavées

avec du PBS puis du tampon RIPA contenant un cocktail d’antiprotéases (Thermo Scientific,
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#87785) est ajouté dans chacun des puits. Le tampon RIPA est composé de NaCl 150 mM, Tris
HCl 50 mM pH 7,4, Nonidet P-40 1 %, sodium deoxycholate 0,5 % et de SDS 0,1 %. Avec un
Cellscraper (VWR), les cellules sont grattées puis incubées dans la glace pendant 30 min. Une
centrifugation de 30 min a 21 000 g permet de culotter les débris cellulaires. Le lysat est

ensuite transféré dans des tubes propres puis conservé a -20 °C jusqu’au dosage protéique.

Différentes conditions de décollement des cellules ont été évaluées en plus de la méthode
physique de grattage pour déterminer les conditions optimales de récupération des protéines
de jonction. Des solutions plus ou moins décapantes comme la trypsine, la verséne et

I'accutase, ont pu étre testées.

Extraction des ARN

Les ARN sont extraits avec un kit Nucleospin (Macherey-Nagel). Tout d’abord, dans des
plagues 6 puits transparentes (Nunclon), 300 000 cellules sont ensemencées par puits pour
une culture de 14 jours. Les cellules sont exposées avec les polluants (0,5 uM et 10 uM) de
facon chronique en changeant le milieu tous les 2 ou 3 jours avec les herbicides. Les cellules
en fin de culture sont ensuite lavées avec du PBS puis du tampon de lyse, provenant du kit
Nucleospin et contenant du B-mercaptoéthanol, est ajouté dans chacun des puits. Avec un
Cellscraper, les cellules sont grattées puis conservées avec le tampon de lyse a -20 °C jusqu’a

I’étape d’extraction des ARN.

Le protocole se compose de plusieurs étapes de lavages et centrifugation sur colonne afin
de filtrer, modifier le pH, faciliter la liaison de I’ARN sur la colonne, dessaler et supprimer les
ADN. L’élution finale permet de récupérer 60 uL d’ARN avec de I'’eau sans RNase. Un dosage
est ensuite réalisé au Nanodrop a 260 nm afin de connaitre la concentration en ARN, mais
également vérifier qu’il n’y a pas de contamination par des protéines. Pour cela, nous

regardons le ratio 260/280. Les échantillons sont ensuite conservés a -80°C jusqu’a utilisation.

Prolifération cellulaire

Un systeme xCELLigence RTCA (Agilent) a été utilisé pour suivre sans marquage et en
temps réel le processus de croissance et prolifération des cellules. Par mesure de I'impédance
dans le maillage de microélectrodes en or au fond des puits, 'augmentation progressive de

I’occupation de la surface du puits se traduit par un changement d’'impédance. Cette méthode
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est directement proportionnelle a la morphologie cellulaire, a la qualité de I'étalement, de

I'adhésion ainsi qu'au nombre de cellules ensemencées.

Conformément aux instructions du fabricant, avant le début de I'expérience, du milieu
DMEM a été ajouté dans les 96 puits de la plaque E (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) et
équilibré a température ambiante. La plaque a été placée dans le support de plaque dans un
incubateur humidifié a 37 °C avec une atmospheére de CO2 a 5 % pour établir une lecture du
bruit de fond. Ensuite, les cellules Caco-2 ont été ensemencées dans les plaques a une densité
de 5 000 cellules par puits. Aprés 24 h, les polluants et cocktails sont ajoutés a des
concentrations finales de 0,1 a 50 uM pendant 180 h. L'impédance électrique a été mesurée

par le logiciel intégré RTCA du systéme xCELLigence.

Perméabilité membranaire

Des cellules Caco-2 ont été cultivées pendant 21 jours jusqu'a obtenir des monocouches
confluentes dans un systeme de filtres Transwell (6,5 mm, 24 puits, 0,4 um, Costar, #3470),
comme décrit par (Hubatsch, Ragnarsson, et Artursson 2007). La résistance électrique
transépithéliale (TEER) a été contr6lée au minimum une fois par semaine comme le décrit
(Angelis et Turco 2011). Des électrodes sont placées dans le milieu de culture, a la fois dans le
compartiment inférieur et dans le compartiment supérieur et la résistance électrique est
indiquée par I'Ohmmetre EVOM2 (Millicell-ERS, Millipore). Seuls les inserts avec une valeur
de TEER supérieur a 1000 Q-cm2 ont été utilisés pour les études de perméabilité et de
transport. Les études de perméabilité sont effectuées dans un milieu HBSS (solution saline

équilibrée de Hank) pour les affitines et dans le DMEM pour les herbicides.

Lucifer yellow_ Pour regarder I'intégrité de la monocouche de Caco-2, nous avons mesuré le
passage passif de la Lucifer Yellow (LY), un marqueur de la voie paracellulaire. Le protocole
consiste a ajouter 0,1 mg/mL de LY du coté apical de I'insert puis de recueillir un échantillon
en basolatérale apres 3h d’incubation. Le LY est mesuré par détection fluorimétrique a 485nm

d’excitation et 535nm d’émission avec le lecteur de plaque VICTOR.

Acide sulfonique-Fluorescéine_ Des études de perméabilité paracellulaire (c’est-a-dire a
travers les jonctions serrées) ont été réalisées en évaluant le flux de fluorescéine-5(et 6)-
sulfonique-acide a 0,5 mg/mL final (Invitrogen) ajouté dans le compartiment apical d’une

monocouche de Caco-2 exposée aux polluants pendant 24 h (condition aigué) ou 14 jours
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(condition chronique). Des échantillons ont été régulierement prélevés du cété basolatéral de
I'insert Transwell, de 1 ha 24 h. Aprés chaque prélevement, le volume prélevé a été réintroduit
dans le compartiment basolatéral, afin de ne pas induire de déséquilibre du flux de fluide dans
le systeme. Les valeurs de fluorescence mesurées a 485 nm d’excitation et 535 nm d’émission
(VICTOR) sont directement proportionnelles au changement de perméabilité de la

monocouche cellulaire.

RT-qPCR

La concentration et la pureté de I'ARN ont été déterminées par spectrophotométrie a
I'aide du Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). La transcription inverse a été réalisée avec 1 ug
d'ARN a l'aide du kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) pour générer I'ADNc. La
PCR quantitative en temps réel a été réalisée sur le systéeme de détection Mycycler real-time
PCR (Bio-Rad) en utilisant le Power up Sybr green (Applied Biosystem). Les amorces pour
I'amplification par PCR ont été congues a partir de la base de données NCBI et listées dans le

Tableau en Annexe V.

L'expression de I'ARNm des génes des protéines de la jonction serrée : claudine-1,
occludine, zonula occludens-1 et E-cadhérine ont été normalisée par rapport a I'ARN de
I'actine en utilisant la méthode de Pfaffl (Pfaffl 2001). Les données de la qPCR ont été
guantifiées sur la base du nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence générée par
I'amplification atteigne un seuil de détection spécifique (valeur Ct). La valeur Ct moyenne pour
chaque gene a été quantifiée par rapport a I'actine (ACt), puis la valeur du AACt a été calculée
par I'équation suivante : ACt cellules traitées — ACt non traitées. Le changement d'expression

normalisé est exprimé en fold change = 2 ~2A¢T,

Séquencage des ARN

La réalisation du RNAseq et les premiéres analyses ont été faites par |'entreprise
ActiveMotif. L'ARN est isolé puis traité a la DNase sur une colonne. Les librairies sont
préparées a |'aide de préparation des échantillons d'’ARNm TruSeq. La premiére étape du
processus consiste a purifier les molécules d'ARNm qui possede une séquence poly-A grace a
I'utilisation de billes magnétiques fixées a une oligo-dT. Apres la purification, I'ARNm est
fragmenté en petits morceaux a l'aide de cations divalents a température élevée. Les

fragments d'ARN clivés sont copiés en ADNc de premier brin a l'aide de transcriptase inverse
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et d'amorces aléatoires. La synthése de I'ADNc du second brin est ensuite réalisée a |'aide de
I'ADN polymérase | et de la RNase H. L'ADNc peut alors étre synthétisé. Les fragments d'ADNc
subissent ensuite I'ajout d'une seule base 'A'. Seul le premier brin est amplifié parce que le
dUTP a été incorporé dans le second brin et bloque I'extension de la polymérase. Les produits
sont ensuite purifiés et enrichis par PCR pour créer la bibliotheque finale d'ADNc. Un contréle
qualité des ARN est effectué par Tapestation (équivalent de Bioanalyizer) Numéro d'intégrité

de I'ARN (RIN) et par mesure de la concentration par dosage fluorométrique (Q-bit).

Les comparaisons par paires ont été effectuées avec le progiciel DESeq2 (Love, Huber, et
Anders 2014). Pour les comparaisons avec des répliques, un test de Wald a été utilisé pour
déterminer la significativité, et tout géne dont la valeur p-value était inférieure a 0,1 a été
considéré comme différemment exprimé. Pour les comparaisons sans réplicat, les genes
exprimés de maniére différentielle avaient une variation logarithmique rétrécie supérieure a

0,3.

Immunofluorescence

Dans des plaques 96 puits noirs a fond transparent (Perkins Cell Carrier ultra), 10 000
cellules sont ensemencées par puits pour une culture allant de 5 a 14 jours. Les cellules sont
exposées avec 0,5 ou 10 uM de Mtc et Atz soit en chronique dés le lendemain de
I’ensemencement soit en aigu 24h avant I'expérience. Avant de réaliser les marquages, les
cellules sont lavées au PBS. Brievement, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde a 4 %
(PFA) a température ambiante pendant 20 min, puis elles sont perméabilisées avec du Triton-
X100 a 0,1 % pendant 10 min. Le blocage s’effectue dans une solution de PBS-BSA 3 % pendant
1h.

Les protéines de jonction ont été marquées avec des anticorps de lapin anti-ZO-1 (1 : 300),
anti-claudine-1 (1 : 400), anti-occludine et anti-E-cadhérine (1 : 600), dilués dans du PBS-BSA
3 %. (Cell Signaling Technologies). Les noyaux ont été colorés a l'aide du 4'-6-diamidino-2-
phénylindole dihydrochloride (DAPI) (Life Technologie). Comme anticorps secondaires, des
anticorps de souris anti-IgG de lapin couplé a I’Alexa488 (Cell Signaling Technologies) ont été
utilisés. Les cellules ont été imagées avec un systéme d'imagerie a haut contenu Operetta CLS

(PerkinElmer) a un grossissement de 10x et 63x. Les noyaux ont été dénombrés a I'aide du

129



MATERIELS ET METHODES

logiciel d’analyse Harmony et les intensités de fluorescence correspondant a ZO-1 ont été

analysées avec la séquence Harmony suivante :

1. [Find Nuclei]-Channel: DAPI; Method: C; Output Population: Nuclei
[Select Population]-Population: Nuclei; Method: Common Filters (Remove Border
Objects); Output Population: Nuclei Selected

3. [Filter image]—Population: Nuclei Selected; Method: Common Filters (gaussian
smoothed); Output image: Nuclei Selected

. [Filter image]-Population: Nuclei Selected; Method: Common Filters (SER Ridge)

5. [Find Cells]-Channel: A488; Method: C; Output Population: Cells

6. [Calculate intensity properties] —Population: Cells; Output properties intensity: Cells
A488 mean

7. Select Population]—Population: Cells; Method: C; Output Population: A488

8. [Define Results]

Analyses statistiques

L'analyse statistique a été réalisée a I'aide du logiciel GraphPad Prism 7. Les différences
entre les groupes ont été analysées par un test de comparaison multiple (ANOVA one way,
bilateral) avec la correction de Dunett, dans les expériences d'immunofluorescence. Des tests

de Student (t-test) ont été effectués dans les expériences de gPCR.

Les résultats ont été considérés comme significatifs lorsque la P-value < 0,05 (*), p < 0,01
(**), p < 0,001 (***). Sauf indication contraire, les données sont présentées sous forme de

moyenne * écart-type (ET).
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Chapitre 1 : Administration orale d’une protéine alternative aux
anticorps

1. Caractérisation du comportement de protéines d'affinité artificielle dans le

systéme gastro-intestinal

1.1. Préambule

Le systeme gastro-intestinal représente une barriere majeure a I'absorption orale des
agents thérapeutiques. En partant de la sphére orale avec un pH de 6,8 et terminant leur
chemin dans le colon avec un pH de 8,1, les biomédicaments vont successivement entrer dans
le compartiment gastrique puis intestinal. Les affitines, ces protéines aux propriétés similaires
a celles des anticorps n’ont encore jamais été étudiées dans le cadre d’une administration
orale. Un ensemble de questions relatives a leur résistance gastro-intestinale, a leur innocuité
pour les cellules épithéliales et leur capacité a traverser la barriére intestinale demeurent.
Dans notre projet, nous avons pris le parti d’utiliser des milieux exclusivement synthétiques
pour évaluer le comportement des affitines confrontées a des conditions désavantageuses en

soluté, pH et protéases.

L’épithélium intestinal et sa fonction de perméabilité sélective conferent une seconde
barriere efficace a I'absorption des biomolécules. Comme expliqué dans l'introduction, les
affitines sont 10 fois plus petites qu’une immunoglobuline et sont par conséquent susceptibles
de traverser la barriére intestinale. Partant de ce postulat, il est indispensable d’avoir une
méthode de détection efficace pour suivre les affitines dans les différents compartiments
gu’elles vont traverser. En nous basant sur les groupements fonctionnels aromatiques et thiols
des résidus protéiques des affitines, nous avons exploité les caractéristiques
spectrophotométriques des protéines. Cherchant a améliorer la sensibilité du dosage des
affitines, nous avons fait des marquages avec des groupements chimiques émetteurs de
fluorescence. L'ensemble des méthodes de dosage sont comparées pour déterminer la
méthode la plus sensible et valider la méthode la plus adéquate au suivi des affitines dans un
systéme biologique utilisant une lignée cellulaire épithéliale colorectale (Caco-2). Les études

de perméabilité membranaire ont été effectuées avec trois affitines désignées H4, C3 et D1.
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Ces trois affitines ont été choisies dans notre étude car elles proviennent de la méme famille
Sac7d mais possedent des cibles différentes. H4 est 'une des premiéres affitines décrites et
les études soulignent son potentiel comme inhibiteur enzymatique anti-glycosidase (Correa
et al. 2014). D1 et C3 se lient a différents épitopes des IgG et se placent comme vecteur

potentiel véhiculant des radionucléides.
1.2. Résultats
1.2.1. Choix de la méthode de dosage et suivi des affitines

Les affitines ont une séquence protéique riche en AA aromatiques (tyrosine et
tryptophane) qui absorbent a la longueur d’onde 280 nm. Les dosages basés sur I'absorbance
donnent une sensibilité de I'ordre du micromolaire (UM). En tenant compte de la limite de
détection inerrante au spectrophotomeétre (Absorbance=0.1), la limite de quantification

directe a 280 nm est de 10 uM pour H4 et 40 uM pour C3 (Figure 37A).

Les méthodes colorimétriques n’offrent pas une meilleure sensibilité puisque la limite de
guantification est respectivement de 10 uM et 20 uM, a la fois pour H4 et C3, pour un dosage
de Bradford et un dosage BCA (BiCinchoninic acid Assay) (Figures 37B et 37C). Si I'on s’attache
a la zone de linéarité (R?=0,99), le dosage direct a 280 nm et le dosage de BCA donnent une
large gamme allant de 0 a 50 uM contrairement au dosage Bradford qui est de 0 a 15 uM et
qui impose de réaliser des dilutions pour étre dans cette gamme. |l apparait que la méthode
de dosage Bradford n’est pas adaptée pour notre projet en raison d'une trop faible
reproductibilité. Néanmoins le dosage BCA n’est pas satisfaisant non plus puisque les valeurs

d’absorbances n’excedent pas 0,3.

Une autre méthode de dosage pour les protéines est la méthode immuno-enzymatique
ELISA (Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay). Ce dosage correspond au nombre d’affitine liée
avec sa cible spécifique fixée sur une plaque. Cette méthode est plus sensible que les
précédentes puisqu’elle permet une détection de 'ordre du nanomolaire (nM). La gamme
étalon de 0 a 1 uM nous informe que la saturation intervient dés 400 nM (Figure 37D). Notons
gu’une superposition des graphiques a été réalisée pour comparer I'affinité de H4 ciblant le
lysozyme a I'affinité de D1 et C3 ciblant la Tegeline. Nous avons également réalisé une
variante de cette méthode en fixant directement les affitines sur la plaque. Des résultats

similaires ont été obtenus avec une limite de quantification de 25 nM pour C3 et D1 et 200
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nM pour H4 (Figure 37E). Dans cette variante, I'anticorps couplé a I'HRP utilisé pour la
détection se fixe directement sur les étiquettes His-tag des affitines. Il semble que H4 soit

moins bien détectée en comparaison de C3 et D1.
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Figure 37. Méthode de quantification basée sur la spectrophotométrie

A) Dosage direct des résidus aromatiques. Lecture a 280 nm. B) Dosage colorimétrique BCA basé sur le
changement de couleur de I'acide bicinchoninique avec les ions cuivres Cu(l) et Cu(ll). Lecture a 562 nm. C)
Dosage colorimétrique de Bradford basé sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie apreés liaison
avec les AA basiques et les résidus hydrophobes. Lecture a 595 nm. D) Dosage ELISA. Les cibles sont fixées
sur la plaque, H4 se lie au lysozyme tandis que C3 et D1 se lient a la Tegeline. Lecture a 450 nm. E) Dosage

direct. Les affitines sont fixées sur la plaque et I'anticorps anti-RGS-6His couplé a la HRP reconnait les affitines.

Lecture a 450 nm. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type de 3 réplicats techniques.
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Les affitines H4, C3 et D1 possédent dans leur séquence protéique une ou plusieurs
Lysines dont la fonction NH; peut se lier a la molécule d’AlexaFluor NHS Ester. L’affitine D1
possede de surcroit une cystéine a quelques AA en C-terminale, ce qui nous permet d’ajouter
un fluorophore sur son unique fonction thiol, avec la molécule AlexaFluor Maléimide. Un
dosage par détection de la fluorescence émise par les deux types d’Alexa a été réalisé avec

une gamme de 0 a 500 nM (Figure 38A).
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Figure 38. Méthodes de dosage basées sur la fluorimétrie

A) Dosage de la fluorescence émise par un marquage a I’Alexa-NHS et I’Alexa-maléimide dans I'HBSS. L'intensité
de fluorescence émise est mesurée a la longueur d’onde 672 nm d’excitation (em) aprés une excitation a
651 nm (ex). B) Dosage ELISA de D1 marquée a I’Alexa-NHS, I’Alexa-maléimide et sans marquage. C) Dosage
ELISA de H4 marquée a I’Alexa-NHS et sans marquage. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type

de 3 réplicats techniques.
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Les résultats montrent des valeurs de fluorescence reproductibles au-dessus de 40 nM,
ce qui signifie qu’en dessous de cette valeur, nous sommes dans la limite de détection. Une
droite linéaire est obtenue pour une gamme restreinte (0 et 300 nM) pour les 3 affitines
marquées a I’Alexa-NHS tandis que la linéarité est conservée pour I'ensemble de la gamme
avec I’Alexa-maléimide. Il est a noter que le degré de marquage ou DOL (Degree Of Labeling)
fluctue d’'un marquage a l'autre. Aussi plus le DOL est important, plus l'intensité de
fluorescence le sera également. Les résultats ne sont pas montrés ici, mais le DOL concernant
H4-Alexa-NHS est plus important que celui de D1 par exemple, ce qui explique la différence
d’intensité de fluorescence observée sur le graphique.

Le marquage des affitines constitue une étape de pré-traitement des échantillons, ce qui
peut avoir des conséquences sur la fonction de la protéine et son affinité pour la cible. En
effet, nous avons observé que D1 non marquée avait une meilleure interaction avec la
Tegeline (Figure 38B) alors que pour H4, nous ne constatons pas de différence (Figure 38C).
La molécule ajoutée lors du marquage modifie également les interactions avec la cible puisque
la molécule Alexa-NHS fait perdre toute activité de liaison a D1 contrairement a I’Alexa-
maléimide. Les écarts de marquage d’une expérience a I'autre ne nous permettent pas de

retenir cette méthode.

La méthode de Western-blot classiguement utilisée pour identifier une protéine dans un
échantillon contenant un mélange de protéines est également une méthode de détection.
C’est une technique couramment employée en laboratoire dont les résultats permettent de
déterminer le poids moléculaire et la quantité relative d’'une protéine grace a un anticorps
spécifique utilisé pour la détection. Les affitines possedent toutes une queue poly-histidine
reconnue par un anticorps anti-RGS-6His. Nous avons validé une gamme étalon pour chaque
affitine (10, 20, 40 et 60 ng), ce qui nous a permis grace au logiciel Image-Lab de déterminer
visuellement un échantillon de concentration inconnue par comparaison a la gamme. Le
résultat des gammes pour chaque affitine est présenté en Figure 39. La détection en western-
blot est donc possible avec 10 ng, soit 1 pmol de protéine. Cette technique est la plus
appropriée pour discriminer la présence ou non de l'affitine, toutefois il s’agit d'une méthode

semi-quantitative.
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Figure 39. Méthode de suivi des affitines par western-blot.
Gamme de concentrations en affitines H4, D1 et C3 (10-20-40 et 60 ng) visualisée par western-blot
en condition liquide. La détection est réalisée avec un anticorps ciblant I'étiquette His-tag des

affitines.

1.2.2. Evaluation du transport des dffitines sur la barriére intestinale

Avant d’évaluer la perméabilité membranaire intestinale des affitines H4, C3 et D1, nous
avons cherché a valider leur innocuité pour les cellules intestinales en utilisant une lignée
cellulaire Caco-2 comme modele. Pour cela, nous avons incubé les trois affitines pendant 24 h
sur des cellules Caco-2. La viabilité cellulaire a été déterminée par un test MTT qui témoigne
de l'activité mitochondriale. Une gamme de DMSO a été utilisée comme témoin de

cytotoxicité. Par comparaison au DMSO, I'affitine H4 n’induit aucune cytotoxicité (Figure 40A).
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Figure 40. Validation de I'innocuité des affitines H4, D1 et C3 pour les cellules intestinales

Test de viabilité par MTT sur les cellules Caco-2. A) Gamme de DMSO (0 a 20 %) représentant le témoin de
cytotoxicité comparé a une gamme en H4 de 0 a 50 uM. B) Gamme de concentrations en H4, C3 et D1 de 0 a

50 uM. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type de 3 réplicats biologiques.
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Les valeurs de viabilité cellulaire sont supérieures ou égales a 90 % pour les 3 affitines
donc elles sont considérées comme n’entrainant pas d’effet cytotoxique sur les cellules (Figure
40B). De plus, nous constatons a la suite d’'un comptage cellulaire que les 3 affitines ne
diminuent pas non plus la croissance cellulaire. Nous pouvons donc continuer nos expériences
et évaluer 'effet sur le passage des affitines a travers une monocouche de Caco-2 cultivée sur

des filtres Transwell.

La reproduction d’un modele de perméabilité intestinale impose de former une barriére
avec des jonctions cellulaires matures. Aussi, pour s’assurer de la bonne constitution de la
barriére, nous avons suivi la résistance transépithéliale (TEER) des monocouches de cellules
Caco-2 sur les inserts Transwell. La figure 41 montre la diminution de la perméabilité entre le
jour 3 et le jour 14 puis la stabilisation des valeurs de TEER exprimées en ohm.cm? entre la
2°me et 3Me semgine de culture. La faible valeur du TEER au 3°™¢ jour aprés ensemencement
traduit bien I'état de la barriére puisqu’a ce stade, toutes les protéines de jonction ne se sont

pas encore formées.

Suivi de l'intégrité de la barriere
intestinale
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Figure 41. Evaluation de la perméabilité membranaire par mesure du TEER

Mesure du TEER au cours de la formation de la barriere intestinale sur 21 jours. Les résultats sont exprimés en

moyenne et écart-type de 12 réplicats biologiques.

Une fois la monocouche constituée, nous avons incubé les affitines dans un tampon HBSS
dans la chambre apicale des inserts durant 24 h. Apres vérification de la présence des affitines
dans le compartiment apical avec une électrophorése sur gel SDS-PAGE (Figure 42A), nous
avons réalisé une étude cinétique du compartiment basolatéral. La détection par Western-

blot a révélé qu’entre 20 min et 5 h, aucune des trois affitines n’a traversé la monocouche de
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cellules (Figure 42B). En revanche, a l'issue de 24 h d’incubation, une tres faible part de ces
affitines, correspondant a moins de 100 ng, a pu étre visualisée par Western-blot pour H4 et

C3. D1 dans son cas ne traverse pas la barriere méme apres 24 h (Figure 42C).

’T _ n=1  _n=2 ’? 1h 3h F Apical  Basolatéral

D1 H4 C3 H4 C3
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C3 e HA -
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Figure 42. Suivi des affitines au travers d’'une monocouche épithéliale différenciée de Caco-2

A) Vérification de la présence des affitines dans la chambre apicale par électrophorése SDS-PAGE. B) Détection
par Western-blot des affitines dans le compartiment basolatéral d’un insert Transwell a 1 h et 3 h d’incubation.

C) Détection par Western-blot des affitines dans le compartiment apical et basolatéral apres 24 h d’incubation.

Dépot de 2 réplicats biologiques (n1 et n2) et d’'un témoin a 100 ng.

Afin de comprendre pourquoi une faible part des affitines H4 et C3 sont retrouvées dans
le compartiment basolatérale, nous avons ajouté dans la chambre apicale avec les affitines
une solution de Lucifer Yellow (LY) connue pour ne pas traverser la barriére lorsque cette
derniére ne subit pas de dommage. Les résultats du dosage de la fluorescence montrent qu’un
tres faible pourcentage en LY, inférieur a 5 %, a pu étre détecté a 3 h dans le compartiment

basolatéral (Figure 43).
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Figure 43. Evaluation de la perméabilité membranaire apres exposition aux affitines

Mesure de la fluorescence émise par la Lucifer Yellow aprés 3 h d’incubation des affitines H4, C3 et D1 a 0,5
UM dans le compartiment apical. Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type de 3 réplicats

biologiques.
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De plus, nous retrouvons bien 92 + 8 % de la fluorescence dans le compartiment apical,
ce qui confirme que la monocouche de Caco-2 n’a pas été endommagée pendant les
expériences de transport des affitines H4, C3 et D1. En revanche, il est a noter qu’a 24 h, une
proportion plus importante de LY est détectée dans le compartiment basolatéral (environ
20 %), suggérant une légere perturbation de l'intégrité de la monocouche et pouvant
expliquer la faible quantité d’affitines détectées dans la chambre basolatérale apres 24 h
d’incubation (Figure 42C). Nous pouvons ainsi conclure que les affitines n’induisent pas de
détérioration de la barriere et qu’elles ne traversent pas non plus la barriére. Leur utilisation

pour une action au niveau du tractus digestif est donc possible.
1.2.3. Comportement des affitines dans un milieu synthétique gastrique et intestinal

Lors du passage gastro-intestinal, les protéines vont subir un ensemble de contraintes
physico-chimiques comme le pH, la composition en soluté et les activités enzymatiques
comme l'action des protéases telles que la pepsine dans I'estomac et |Ia
trypsine/chymotrypsine dans l'intestin. Cette variation des conditions entre I'estomac et

I'intestin est reproduite a I'aide de milieux synthétiques mis au point au laboratoire.

Les résultats de la digestion des affitines ont pu étre analysés grace a un gel
électrophorese en condition dénaturante. Lorsque I'on place H4, C3 et D1 dans le milieu
synthétique gastrique, nous observons une digestion partielle (Figure 44A). En effet, la bande
a 10 kDa correspondant a I’affitine dans le milieu synthétique avec I'enzyme inactivé n’est plus
retrouvée lorsque la pepsine est active. A la place, nous avons une bande de poids moléculaire
inférieur. D1 présente une bande de digestion de taille [égérement plus élevée que H4 et C3.
Une plus petite bande d’environ 15 kDa est constatée au-dessus des témoins non digérés, elle

peut correspondre a un dimere de I’affitine.

Lorsque I'on compare le comportement des affitines face a la digestion gastrique a celui
d’un nanobodie et d’un anticorps, il semble que les affitines soient plus résistantes dans le
temps. Le Nanobodie Al est digéré totalement a partir de 5 min d’incubation. La Tegeline voit
sa chaine lourde digérée totalement des 1 minute contrairement a la chaine légére qui est
digérée apres 5 min. Dans le cas d’une administration orale, ces deux protéines ne peuvent
donc plus agir sur leur cible puisqu’aucun fragment n’est visible apres 10 min (Figure 44B)

contrairement aux affitines qui présentent un fragment aprés 15 min d’incubation. A ce stade,
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nous nous sommes questionnés sur la résistance des affitines dans le temps et de I'effet de la

concentration en pepsine sur la fragmentation.
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Figure 44. Digestion des affitines, d’'un nanobodie et d’un anticorps dans un milieu synthétique
gastrique

A) Digestion de H4, D1 et C3 avec la pepsine a 0,1 mg/mL aprés 15 min d’incubation. Les affitines non digérées
(nd) servent de témoin, elles sont incubées dans le milieu synthétique, mais avec une pepsine qui a été

inactivée. La réaction des affitines digérées (d) est stoppée par ajout de NaCOs. B) Comparaison de la

résistance a la digestion gastrique du nanobodie Al et de I'anticorps Tegeline avec 0.1 mg/mL de pepsine.

Nous ne nous attendions pas a avoir une résistance a la digestion puisque les séquences
en affitines sont riches en résidus aromatiques. Aussi, nous avons été surpris de constater que
la concentration en pepsine avait peu d’impact sur la fragmentation des affitines. Que I'on se
place a une faible concentration en pepsine (0.025 mg/mL) ou bien a forte concentration (3.2
mg/mL), la fragmentation donne lieu a la méme bande de digestion, une bande inférieure a
10 kDa. Par contre si I'on observe l'intensité de la bande correspondant a la pepsine, celle-ci
augmente proportionnellement a la concentration (Figure 45). De plus, les fragments restent
stables au cours du temps, des expériences supplémentaires ont démontré leur stabilité sur
plus de 24 h d’incubation. Afin d’écarter le biais lié a I'activité de la pepsine, des tests
complémentaires ont permis de déterminer la durée de conservation du milieu de digestion
contenant I’enzyme. La pepsine reste stable et active sur plus d’'une 1 semaine lorsqu’elle est

conservée a -20 °C donc la stabilité des fragments n’est pas liée a une inaction de I'enzyme.

Nous pouvons noter qu’en nous placant dans la condition la moins contraignante, soit 1
min d’incubation avec la plus faible concentration en pepsine, nous observons deux bandes
de poids moléculaires inférieures a 10 kDa ce qui traduit d’'une digestion progressive, mais

tres rapide de la chaine polypeptidique de H4 (Figure 45).
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Figure 45. Résistance a la digestion gastrique de H4

Effet de la concentration en pepsine (condition 1 : 0,025 mg/mL ; condition 2 : 0,1 mg/mL ; condition 3 : 0,5
mg/mL ; condition 4 : 1 mg/mL ; condition 5 : 3,2 mg/mL) et stabilité de H4 a 0,5 mg/mL dans le temps (1, 30

et 60 min).

Les résultats sont plus tranchés lors des digestions dans un milieu mimant le
compartiment intestinal en présence de pancréatine (obtenue a partir de suc pancréatique
lyophilisé). En effet, nous pouvons voir sur la figure 46 que D1 et C3 disparaissent du gel aprés
2 min d’incubation. Pour H4, deux bandes de poids moléculaires inférieures a 10 kDa sont
visibles dans les 2 premiéres min d’incubation puis disparaissent a leur tour (Figure 46). Les
contrdles en affitine non digérée valident la méthode d’arrét de la réaction enzymatique. Nous
pouvons donc exclure une action pancréatique plus longue qu’attendue. Les affitines ne sont

donc pas capables de traverser 'intestin sans étre totalement digérées.
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Figure 46. Digestion des affitines dans un milieu synthétique intestinal

Digestion de H4, D1 et C3 a 0,5 mg/mL avec la pancréatine a 1 mg/mL a différents temps d’incubation (30, 120
et 180 secondes). Les affitines non digérées (nd) servent de témoin, elles sont incubées dans le milieu
synthétique, mais avec une pancréatine qui a été inactivée. La réaction des affitines digérées (d) est stoppée

par dénaturation a 100 °C.
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Contrairement a la digestion intestinale, les affitines dans un milieu gastrique présentent
une digestion stable dans le temps sans disparition des fragments. La pepsine agit sur des AA
spécifiques, ce qui entraine un clivage partiel. Nous avons tenu a déterminer si le fragment
observé aprés digestion pouvait garder une activité de ciblage. Pour cela, des extraits digérés

ont été analysés par ELISA.

Dans un premier temps, nous avons souhaité valider notre controle en comparant H4
n‘ayant pas été soumise au milieu synthétique gastrique et H4 non digérée (H4nd) qui
correspond au milieu synthétique avec la pepsine inactivée. Dans ces deux conditions, nous
avons une bonne affinité pour la cible avec néanmoins une légere diminution de la fixation
qui peut étre liée a la solution synthétique qui interfere légerement avec la cible. Pour H4
digérée (H4d) dans le milieu synthétique gastrique, nous remarquons que le fragment perd
son affinité pour le lysozyme (Figure 47A). Cette perte d’interaction pourrait étre due a une

perte de la séquence RGS-6His utilisée pour la détection de I'interaction.

En effet, la détection de I'affinité est permise par I'anticorps anti-RGS-6His, donc en
absence de queue poly-His sur le fragment de digestion, nous ne pouvons pas détecter une
potentielle interaction avec la cible. Afin de répondre a cette question, nous avons réalisé un
ELISA par compétition entre H4 et H4d pour évaluer si la présence du fragment apres digestion
perturbe l'interaction de H4 avec la cible. Nous observons une interaction similaire de H4 avec
le lysozyme méme en présence de 250 nM du fragment H4d. En effet, les valeurs d’intensités
d’absorbance pour H4 et H4+H4d sont identiques, il n’y a donc pas de diminution de
I'interaction indiquant que seule H4 se fixe. Le fragment digéré de H4 n’interfére donc pas sur
I'interaction, suggérant qu’il n’interagit pas avec le lysozyme et qu’il a perdu son affinité.
Concernant les protéines C3 et D1, les fragments perdent également leur affinité pour leur

cible la tegeline (Figure 47B).
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A Interaction des affitines H4 B Interaction des affitines D1 et C3
digérées ou non avec le lysozyme digérées ou non avec la tegeline
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Figure 47. Interaction des affitines digérées et non digérées avec leur cible

A) Dosage ELISA de H4 dans différentes conditions. H4 dans H20, H4nd dans le milieu synthétique gastrique
avec la pepsine inactivée, H4d dans le milieu synthétique gastrique. B) Dosage ELISA de C3 et D1 digérées dans
le milieu synthétique gastrique et non digérées dans le milieu synthétique gastrique avec I'enzyme inactivée.

Les résultats sont exprimés en moyenne et écart-type de 3 réplicats techniques.

Afin de vérifier la présence ou non de la queue poly-His sur les fragments des protéines
digérées, nous avons réalisé un western-blot. Apres révélation, les fragments de H4 et C3
digérées sont détectés, mais en plus faible intensité que les protéines non digérées. Pour
expliquer cette différence, nous pouvons supposer que la superposition de plusieurs
fragments peut entrainer une géne de la reconnaissance de la queue poly-His par les anticorps

entrainant une diminution du signal.

Dans le cas ou nous aurions plusieurs fragments stables, la résolution de nos gels SDS-
PAGE ne permet pas de distinguer plusieurs fragments de poids moléculaire inférieur a 10 kDa.
Nous avons donc entrepris de réaliser des gels plus résolutifs en modifiant de nombreux
parameétres tels que le pourcentage du gel, le tampon Tris-HCl, la concentration en urée,
glycérol ou glutaraldéhyde (I'ensemble des parameétres testés a été décrit dans la partie
matériels et méthodes).

Par cette optimisation du gel, nous avons pu confirmer notre hypothése selon laquelle
plusieurs fragments stables sont générés lors de la digestion gastrique (Figure 48B). En effet,
nous observons trois bandes inférieures a 10 kDa sur le gel optimisé alors que nous n’en

obtenions qu’une avec un gel conventionnel (Figure 48A).
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Figure 48. Optimisation du gel de séparation SDS-PAGE

Digestion de H4 a 0,5 mg/mL avec la pepsine a 0,1 mg/mL aprés 15min d’incubation. Les affitines non digérées
(nd) servent de témoin, elles sont incubées dans le milieu synthétique, mais avec une pepsine qui a été
inactivée. La réaction des affitines digérées (d) est stoppée par ajout de Na>COs. A) Gel SDS-PAGE conventionnel

B) Gel SDS-PAGE optimisé.

1.3. Discussion

Avec ce travail, nous avons montré que les affitines pouvaient présenter un intérét comme
vecteurs thérapeutiques ou diagnostics alternatifs aux anticorps. L’affitine H4, qui cible le
lysozyme, est une candidate potentielle comme vecteur thérapeutique. Le lysozyme est
sécrété par les granulocytes, les monocytes et les macrophages et posséde des propriétés
antibactériennes et inflammatoires (Shimazaki et Takahashi 2018; Sherly Carolyn et al. 2019).
Dans le cas de la maladie de Crohn, la surproduction de lysozyme est le résultat d’'une réaction
anormale du systéme immunitaire. La destruction de bactéries commensales symbiotiques
par 'action du lysozyme pourrait étre une cause du manque de modulation inflammatoire et
immunitaire de l'intestin (Rubio 2015). L'utilisation des affitines a des fins cliniques en tant
gu’outils thérapeutiques exige de maitriser leur comportement dans des conditions
physiologiques. L'appréciation de ce comportement est d’autant plus importante lorsque la

protéine est destinée a étre administrée par voie orale.

Nous avons démontré que |'affitine H4 ainsi que deux autres affitines (D1 et C3) de la
méme famille Sac7d ne présentaient pas de toxicité pour les cellules épithéliales intestinales
humaines. Elles n"'endommagent pas non plus la barriére intestinale et ne la traversent pas.
Par conséquent, leur innocuité leur permet de circuler dans le tractus digestif pour rejoindre
leurs cibles lorsque cette derniere est dans le systeme digestif. En revanche, si la cible est

accessible aprés un passage systémique, dans ce cas les affitines ne pourront pas la rejoindre.
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Le faible pourcentage en LY et en affitine retrouvé a 24 h dans le compartiment basolatéral
lors des expériences de perméabilité peut s’expliquer par l'utilisation du tampon HBSS. En
effet, I'HBSS n’est pas le milieu de croissance optimal pour les cellules et par conséquent apres
24 h d’incubation dans ce milieu, les cellules peuvent en étre légérement affectées.
Néanmoins, suite a différents essais, le tampon HBSS était le plus adapté aux méthodes de
détection nécessaires a nos expériences. C'est également le tampon indiqué dans de
nombreuses études de perméabilité intestinale dans la littérature (Angelis et Turco 2011;

Hubatsch, Ragnarsson, et Artursson 2007).

Un nombre important de méthodes de dosage ont été développées pour détecter les
protéines dans un mélange a des concentrations faibles. D’ordinaire les méthodes
spectrophotométriques, reposant sur I’émission a 280 nm des AA aromatiques, suffisent pour
la quantification de I'ordre du micromolaire. Nos résultats de dosages a 280 nm de H4 et C3
s’expliquent parce que la protéine H4 présente plus de tryptophanes (2 Trp) et de tyrosines (2
Tyr) que la protéine C3 (0 Trp et 2 Tyr), c’est pourquoi I'intensité de détection de H4 a 280 nm
est plus importante par rapport a la protéine C3. Les méthodes de dosages colorimétriques
gue nous avons testées telles que Bradford et BCA n’offrent pas de gains de sensibilité et sont
plus longues a mettre en ceuvre, c’est pourquoi nous les avons écartées pour |'étude de la
perméabilité intestinale. Nous confirmons ce qu’indiquent De Mey et al. : la quantification
par UV280 donne les meilleurs résultats que des méthodes spectrophotométriques (De Mey
et al. 2008). Néanmoins, pour réaliser une détermination précise de la concentration, cette

méthode nécessite de connaitre la composition en AA de la protéine.

Les tests immunologiques liés a une enzyme présentent I'avantage d’éviter les problémes
de contamination croisée avec d’autres fractions protéiques. Cette méthode nous permet, par
la méme occasion, de contourner la nécessité d’utiliser des protéines de références pour
calculer les quantités de protéines contrairement aux méthodes colorimétriqgues. Comme
nous l'indiquent nos résultats, ce mode de détection est plus sensible avec une détection des
affitines de I'ordre du nanomolaire. Sur la base de ces connaissances, nous avons mis en place
un ELISA direct des affitines en profitant de leur queue poly-His comme moyen de détection.
Comme l'explique Lin, cette méthode implique un seul anticorps, il n’y a pas de réactivité
croisée avec les anticorps secondaires (Lin 2015). Cette méthode, bien que sensible, a le

défaut d’entrainer des extinctions de signal lorsque nos affitines sont dans le milieu HBSS qui
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rappelons-le, est la condition des études de perméabilité retenue. C'est pourquoi nous avons

cherché a greffer un fluorophore "extrinseque" sur les affitines H4, C3 et D1.

La plupart des fluorophores peuvent étre attachés par fixation covalente sur un groupe
fonctionnel spécifique aux protéines, par exemple, sur le groupe -SH des résidus de cystéine
ou le groupe -NH2 des résidus de lysine. Notre marquage a |’AlexaFluor647-NHS et
AlexaFluor647-maléimide a permis d’augmenter le signal de détection dans le milieu HBSS.
D’aprés Modesti et al., il est courant de remarquer que les protéines forment des agrégats
aprés le marquage (Modesti 2011). Le marquage peut aussi conduire a des effets non
favorables comme la perte de ciblage. Les travaux d’Edelman et Hauri sur le marquage d’IgG
concluent que « non seulement le DOL des IgG modifiées peut entrainer un changement des
propriétés des protéines, mais le type de marquage peut également le faire » (Edelmann et
Hauri 2021). Partant de ces constats, nous avons étudié I'impact du marquage sur la fonction
de ciblage des affitines labélisées a I’AlexaFluor par ELISA conventionnel. Une différence de
comportement a été mise en évidence entre les affitines H4 et D1 marquées. Le marquage a
I’Alexa n’induit aucune perte d’affinité pour H4-Alexa-NHS alors que cela n’est pas le cas pour

D1-Alexa-NHS et D1-Alexa-maléimide.

Le Western-blot est une méthode de chimioluminescence en plusieurs étapes qui permet
la détection et la quantification dans une certaine mesure des protéines issues d’un mélange
complexe. Les caractéristiques de précision et de reproductibilité lui font parfois défaut
indiquent Taylor et al. (Taylor et al. 2013). Pourtant, nous avons obtenu la meilleure sensibilité
(40 nM) et il est en adéquation avec un dosage en milieu HBSS. Il s’agit de la technique que

nous avons retenue pour la détection des affitines dans un contexte de perméabilité cellulaire.

Une autre méthode de dosage possible est d’utiliser la spectrométrie de masse, l'une des
principales méthodes d'analyse quantitative des protéines (Van de Merbel 2019). Bien qu’elle
soit particulierement sensible et permette la détection simultanée d’'un mélange de protéines,
la spectrométrie de masse est une méthode coliteuse qui ne possede pas de systeme
polyvalent. Ainsi la chaine analytique varie en fonction de la protéine (Ingrand 2012). L’acces
a une plateforme offre I'avantage de disposer d’un équipement adapté, néanmoins I'analyse
des affitines étant peu courante, il n’existe pas de standard interne précongu. Un important

effort devrait étre mené dans les étapes d’optimisation pour quantifier les affitines.
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L'intestin est une cible importante de la toxicité induite par les médicaments. De ce fait,
la prédiction des effets secondaires intestinaux est un probleme qui doit étre évalué dans le
développement pharmaceutique. Bien que I'expérimentation soit utile pour répondre a ce
défi, les différences entre especes et la réduction de I'utilisation des animaux justifient de se
tourner vers les modeles in vitro. Le modele de lignée cellulaire Caco-2 a fait la preuve de son
efficacité pour I’évaluation de la perméabilité et de toxicité avec la reproduction des
entérocytes polarisés et des villosités qui se forment en apical quand les Caco-2 sont placées
dans un systéme Transwell. Avec ce modele, aucune toxicité des affitines n’a été relevée a une
faible ou forte concentration. Ces cellules peuvent aussi exprimer des éléments impliqués
dans I'élimination des médicaments comme des niveaux élevés d’enzymes et de
transporteurs. Cependant, elles ne peuvent pas reproduire la variabilité inhérente aux
différents segments de l'intestin. Un modele plus complexe comme le systeme PAMPA
(Parallel Artificial Membrane Permeability Assay) ou le PCIS (The precision-cut intestinal slice)
pourrait compléter les études de toxicité et renforcer nos conclusions (Niu, de Graaf, et

Groothuis 2013) (Reis, Sinko, et Serra 2010).

Nous avons évalué la stabilité des affitines, dans des fluides gastriques (FaSSGF) et
intestinaux (FaSSIF) simulés, sur la base de la composition détaillée par Biorelevant.com.
L'ajout d’enzymes a I’action de clivage spécifique aux protéines nous a permis de nous placer

dans des conditions mimétiques proches des conditions physiologiques.

Dans les conditions de digestions énoncées, |'affitine H4 montre qu’elle est fortement
dégradée dans un milieu intestinal riche en trypsine alors qu’elle possede des fragments
stables dans le milieu gastrique riche en pepsine. Dans les mémes conditions simulées, des
fragments stables similaires ont été obtenus avec les autres affitines que nous avons testées
(C3 et D1), alors qu'une disparition totale des protéines a été observée avec d’autres protéines
vectrices, telles qu'un nanobody et un anticorps. La dégradation des chaines lourdes et |égéres
des IgG a été de nombreuses fois décrite (Jasion et Burnett 2015). En raison de cette digestion,
il est difficile d’administrer oralement des 1gG. La littérature fait état d’une fonctionnalité
réduite a 25 % ou au mieux 70 % tout au long du tractus gastro-intestinal (Handen et al. 2009 ;
Jasion et Burnett 2015). Nos résultats de digestion confirment une nouvelle fois la stabilité
particulierement élevée des affitines dans des conditions extrémes de pH (pH 1,6) et de facon

nouvelle en présence de pepsine.
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Au-dela de I'aspect de résistance aux conditions séveres du milieu gastrique et intestinal,
on s'attend a ce que ces protéines puissent produire des médicaments sirs et possédant une
efficacité thérapeutique. Il semble important de discuter nos résultats d’affinité des fragments
de digestion pour la cible. Nous avons mis en évidence qu’il y avait un fragment, issu de la
digestion, qui gardait la queue poly-his mais qui perdait toute affinité pour la cible. Avec
I’optimisation du gel SDS-Page que nous avons faite et qui ajoute principalement de |'urée et
du glycérol, nous avons identifié trois fragments de digestion. Néanmoins, nous ne pouvons
identifier lequel est porteur de la queue poly-his. Les expériences de compétition pour la cible
entre les fragments et la protéine non digérée n’ont pas montré de perte d’affinité, indiquant
indirectement qu’aucun fragment ne présente d’interaction avec la cible, ou bien une
interaction, mais trop peu affine pour étre compétitrice. Nous émettons I’hypothése qu’une

coupure affecte le site de reconnaissance impliqué pour l'interaction avec la cible.

La digestion des affitines a donc généré de petits fragments qui n'interagissent plus avec
leur cible, empéchant I'administration orale des affitines dans un but thérapeutique. Afin de
se soustraire aux digestions gastriques et intestinales, le développement d’'une formulation
pharmacologique adaptée permettrait de conduire I’affitine vers sa cible in vivo sans qu’elle
soit absorbée par la barriere intestinale ou dégradée. L'utilisation de systéme d’encapsulation
des affitines pourrait étre une alternative ; plusieurs stratégies sont déja employées pour
I'administration de médicaments. Différentes nanoparticules ont ainsi été développées dans
ce but. Les liposomes et leur structure en bicouche lipidique sont des supports biocompatibles
pour améliorer la biodisponibilité orale des médicaments (Daeihamed et al. 2017). Les
biopolymeéres tels que la nanocellulose bactérienne constituent un systéme unique, spécifique
et qui ne présente pas de cytotoxicité (Fey et al. 2020 ; Kupnik et al. 2020). Récemment, des
systemes d’administration de nanomédicaments ciblant le célon ont attiré I'attention dans les
domaines de la maladie de Crohn ou des cancers colorectaux (Naeem et al. 2020).

L'encapsulation de peptides et protéines ne représente pas la seule voie d’amélioration.

Le passage éventuel des affitines en études cliniques exige que les protéines présentent
a la fois une grande affinité et une stabilité structurelle dans les conditions difficiles que
constitue I'administration orale. Nous avons fait la preuve de I'innocuité des affitines pour la
barriere intestinale, mais une résistance partielle a la digestion ne présente pas d’intérét si les

fragments stables n’interagissent plus avec leur cible. Il est accepté que des protéines
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d’échafaudage, de plus petite taille et d’architecture plus simple que les 1gG offrent une
plasticité structurelle suffisante pour étre modifiées. La partie suivante du manuscrit répond
a cet objectif et détaille les moyens mis en ceuvre pour améliorer la résistance a la digestion

gastrique et garder une affinité indispensable a I'efficacité thérapeutique.

2. Amélioration de la stabilité des affitines par ingénierie des protéines
2.1. Préambule

La voie conventionnelle pour I'administration des protéines et des peptides, dans le cadre
d’une thérapie ou d’un diagnostic, est I'injection par voie intraveineuse. La courte demi-vie
des protéines, les injections fréquentes, les concentrations fluctuantes des biomolécules dans
le sang, ont poussé les chercheurs a trouver des solutions pour outrepasser la barriére gastro-

intestinale et permettre la prise de médicament par voie orale.

Les protéines d’échafaudages telles que les affitines sont des polypeptides d'affinité
artificiels issus de I'archéobactérie hyperthermophile Sulfolobus acidocaldarius découverte
dans les années 1974 dans les geysers du Parc National de Yellowstone. Les affitines montrent
une affinité et une spécificité comparables a celles des anticorps et offrent I'avantage d’une
résistance aux pH et aux températures extrémes. Du point de vue structural, les affitines sont
capables d’inhiber des activités enzymatiques ouvrant la voie de ce fait a de potentielles

applications biomédicales.

D’apres nos travaux précédents, I'affitine H4 est digérée partiellement, donnant lieu a 3
fragments sans affinité pour le lysozyme. |l apparait donc nécessaire de développer une
protéine de ciblage capable de circuler dans le tractus digestif sans subir de modification
pouvant porter atteinte a son intégrité et a sa fonction. Parmi les pistes de recherche visant a
acquérir une résistance gastro-intestinale figure la modification de la séquence protéique par
mutagenese dirigée. Sur la base de cette idée, nous voulons identifier les résidus impliqués
dans les sites de coupure, substituer ces résidus par d’autres, connus pour conserver les
propriétés de conformation et d’activité, et vérifier la vulnérabilité des protéines mutées face
a la digestion gastrique. En confrontant les mutants générés avec leur cible, nous espérons
conserver la fonction de ciblage et augmenter les propriétés de résistance aux protéases. Nos

expériences ont été menées avec I'affitine désignée H4.
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Introduction

Proteins have become an important part of the pharmaceutical arsenal, with applications
ranging from diagnosis to therapy (Fani, Maecke, et Okarvi 2012; Walsh 2018; Leader, Baca,
et Golan 2008). However, the administration of proteins for therapeutic purposes is frequently
limited to injectable routes, in particular due to their poor stability in the gastrointestinal tract.
Indeed, besides being sensitive to acidic environments related to gastrointestinal media,
proteins are also degraded by the action of numerous proteolytic enzymes present in such

environment.

The advantages of oral chemotherapy go beyond increased patient compliance as flexibility of
dosing schedule and cost reduction are additional benefits. However, the digestive tract does
not differentiate between therapeutic and non-therapeutic proteins that are both digested.
Thus, the oral delivery of therapeutic protein drugs has ever since been a challenge and many
efforts have been made to increase the proteolytic stability of these therapeutic agents
(Jarchi, Ataei, et Hosseinkhani 2018; Kintzing, Filsinger Interrante, et Cochran 2016). One of
the approaches is rational protein engineering in which defined mutations were inserted

based on protein structure information and biochemical knowledges.

In that respect, elaboration of in vitro biorelevant media simulating human digestion has
become increasingly important in nutritional and pharmaceutical research and development
(Kaur, Narang, et Bansal 2018; Minekus et al. 2014; Korte, Bracker, et Brockmeyer 2017;
Roesler et Rao 2001). Such media should facilitate the prediction of food and drug behaviours

in terms of solubility and stability, minimizing the need for animal and human testing.

Small (4—12 kDa) recombinant binder proteins have the potential to become a new class of
therapeutic agents that bridge the gap between monoclonal antibodies and small molecule
drugs (Weidle et al. 2013; Fani, Maecke, et Okarvi 2012; Simeon et Chen 2018; Skrlec, Strukelj,
et Berlec 2015; Gebauer et Skerra 2019). Their clinical evaluations as antibody mimetics are
ongoing. They have many advantages such as selectivity, stability and low production cost
whether from a bacterial or chemical production. Among these binders, Affitins (Mouratou et
al. 2007), that are derived from the hyperthermostable Sac7d protein hosted by the archaeon
Sulfolobus acidocaldarius, have been found of interest for therapeutic purposes (Vukojicic et
al. 2019; Goux et al. 2017; Béhar et al. 2019) but also for biotechnological applications such as
detection reagents (Béhar et al. 2019; Cinier et al. 2009; Miranda et al. 2011; Fernandes et al.
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2016) and affinity chromatography (Béhar et al. 2016). In previous works, a thermostable
Affitin H4 (H4) directed against hen egg white lysozyme was identified (Pecorari et Alzari 2008)
and used for different studies as proof of concept (Cinier et al. 2009; Miranda et al. 2011;

Correa et al. 2014).

To evaluate the bioavailability of Affitins in the context of an oral administration, we
investigated here their stability by the use of simulated gastric and intestinal physiological in
vitro conditions. Using these media, we observed stable digested fragments of H4 in gastric
environment. After identification of the cleavage sites by mass spectrometry-based
approaches, site-directed mutagenesis were performed in order to prevent the proteolytic
degradation. Subsequently, the recombinant mutant proteins were purified and their

biochemical properties were characterized and compared with the wild-type proteins.

Our study highlights that simulated gastrointestinal media could predict the oral digestion of
therapeutic proteins. It also provides evidence that protein engineering at the identified
cleavage sites, which common strategy is site-directed mutagenesis, represents an important
tool to change protein properties and to improve proteolytic stability but also their efficacy,

thermal stability and/or production level.

Results

Gastric and intestinal digestions of H4

Affitin H4 (0.5 mg/mL) was incubated at 37 °C for 30 min in simulated in vitro gastric (FaSSGF)
and intestinal (FaSSIF) fluids containing the corresponding enzymes to evaluate its proteolytic
degradation. Pepsin is the only proteolytic enzyme in the human stomach. Its concentration
fluctuates between individuals and digestion states and ranges from 0.01 to 3.2 mg/mL
(Jantratid et al. 2008; Maeng et al. 2019; Liu et al. 2015). Commercial Pancreatin mixture
contains all the important enzymes (protease, amylase and lipase) found in intestinal lumen
and it is frequently used in simulated intestinal media at concentrations ranging from 0.01 to
10 mg/mL (Jantratid et al. 2008; Maeng et al. 2019; Liu et al. 2015). The extents of H4
enzymatic digestions were estimated by SDS-PAGE under reducing conditions. The control

samples without digestion were obtained by inactivating digestive enzymatic activity before
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including Affitins, i.e. adding Na.COs for gastric digestions and heating the samples for 10 min

at 100 °C for intestinal digestions.

Whatever protease concentration used, H4 was degraded into a single lower molecular weight
band in the gastric medium (Fig. 1A). We further observed that the remaining fragment was
stable and completely resistant to proteolysis by pepsin during the duration of digestion in the
stomach and for more than 24 h. In contrast, H4 was fully digested and disappeared in the

intestinal medium (Fig. 1B).

Given the total H4 degradation in simulated intestinal fluid, it was not possible to consider H4
engineering to improve its proteolytic degradation. On the other hand, the apparent stability

of H4 in simulated gastric fluid encouraged us to investigate additional rational protein

designs.
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Figure 49. (Figure 1.) Proteolytic digestion of H4 by (A) Pepsin in FaSSGF or (B) pancreatin in
FaSSIF.
Proteins (0.5 mg/mL, 5 pg) were separated by SDS-PAGE under reducing conditions and stained with
Coomassie brilliant blue after they were incubated for 30 min (A) with different pepsin concentrations in
FaSSGF medium (pH 1.6). Lane 1: Molecular mass markers (M); Lane 2: control without H4 digestion (5 mg/mL
denatured pepsin); lane 3: 0.01 mg/mL pepsin; lane 4: 0.1 mg/mL; lane 5: 1 mg/mL; lane 6: 3.2 mg/mL or (B)
with different pancreatin concentrations in FaSSIF medium (pH 6.5). Lane 1: 0.01 mg/mL pancreatin; lane 2:

0.1 mg/mL; lane 3: 1 mg/mL; lane 4: 10 mg/mL; Lane 5: Molecular mass markers (M); lane 6: control without

H4 digestion (10 mg/mL denatured pancreatin). Full-length gels are shown in supplementary Fig. S1.

Identification of the cleavage sites after pepsin digestion of H4

In order to identify the cleavage sites in H4 sequence, two complementary approaches were

employed. In silico digestion was first performed using the ExpasyMass software
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(https://web.expasy.org/peptide_mass/) which theoretically predicted the residues cleaved
after pepsin proteolysis at pH 1.3. Three cleavage sites were found as indicated in Fig. 2A and
Fig. 2B. The first one occurred on the first B sheet between phenylalanine 6 (F6) and F7
residues (marked in red). The second one occurred between leucine 31 (L31) and F32 on the
central B sheet known to be involved in the target interaction (marked in magenta). The last
one was located in the C-terminal o helix and implicated residues L54, L55 and L58 (marked
in blue).

A

MRGSHHHHHHGSVKVK FFWNGEEKEVDTSKIVWVKRAGKSV LFIYDDNGKNGYGD
VTEKDAPKE LLDMLARAEREKKL

B

Figure 50. (Figure 2.) Location of amino acids involved in pepsin digestion of H4 at pH 1.3.

The positions of aromatic residues implicated in the pepsin digestion of H4 are shown in the 3-D structure of
the central domain determined by X-ray crystallography (PDB: 4CJ2)(Correa et al. 2014b). A) Amino acid
sequence of H4 with in silico predicted digestion sites underlined. B) The amino acids F6 and F7 (red) are on -
sheet. The amino acids L31 and F32 (magenta) are located on the binding interface with the lysozyme (black).
The amino acids L54, L55 and L58 (blue) are on the C-terminal a-helix. C) The amino acids F6 and F7 (red) in H4
were substituted by a Tryptophan (W) and an Isoleucine (I) respectively (yellow) in mutant M1. All of the

structures were drawn using PyMOL software.

Mass spectrometry experiments were then performed to validate our in silico observations
and to identify the digested fragments produced after H4 pepsin proteolysis. As shown in Fig.
3A, undigested H4 analysis showed only one chromatographic peak at 3.37 min. Mass
spectrum deconvolution revealed the presence of a single molecule with a molecular weight
of 9155 Da corresponding to H4 and indicating that pepsin activity was efficiently stopped. In

contrast, digested H4 analysis indicated the existence of 4 major fragments with specific
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retention time and confirming the presence of the three in silico predicted cleavage sites (Fig.

3B). Major precursor ions related to peptide fragments were then selected for MS/MS

fragmentations (Fig. 3C) and fragmentation patterns obtained after MS/MS analyses clearly

confirmed expected peptide sequences.
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Figure 51. (Figure 3.) Mass spectrometry analysis of undigested and digested H4.

678.8).

A) LC-MS chromatogram obtained for undigested H4 and underlying mass spectrum with deconvoluted mass
spectra. B) Extracted ion chromatograms obtained after H4 pepsin proteolysis. C) MS/MS spectrum of the first

peptide fragment of digested H4 (MRGSHHHHHHGSVKVKF, MS/MS of the doubly charged precursor at m/z
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Protein engineering of H4 by site-directed mutagenesis

To improve proteolytic stability of Affitins, rational protein engineering by site-directed
mutagenesis was implemented in this study. Different criteria were considered to choose the
mutated amino acids. First, based on protein structure and function knowledges (Betts et
Russell 2003), we selected residue substitutions known to conserve the wild-type properties
for either conformation and activity. Second, we took into consideration the susceptibility of
two specific residues to be cleaved by pepsin (Hamuro et al. 2008; Ahn et al. 2013). Three
mutants M1, M2 and M3 (Table 1 and supplementary Table S1) were thus designed to
investigate the impact of the mutated amino acids on the proteolytic degradation by pepsin.
M1 corresponds to the double mutations of F6 to tryptophan (W6) and F7 to isoleucine (17),
M2 carries the double mutations of L31 to 131 and F32 to W32, and M3 possesses three
mutations L54 to 154, L55 to valine (V55) and L58 to 158. Directed mutagenesis was performed
by PCR with custom-synthesized primers (supplementary Table S2). The mutants were
constructed from H4 plasmid (Pecorari et Alzari 2008). After cloning and transformation in
bacteria, mutations were confirmed by DNA sequencing. Then, the proteins were
overexpressed in E. coli host and purified by affinity chromatography (Ni-NTA) followed by
size-exclusion chromatography. The Affitins were more than 95 % pure based on SDS-PAGE
analysis (supplementary Fig. S2). Interestingly, compared with the wild-type counterpart
(Table 1), the production yield of M1 was increased more than 4-fold from 10 mg to 44.5 mg
per liter of culture while the production yields of M2 and M3 were slightly reduced or similar

(respectively 5.5 and 8.3 mg).

Tableau 8. Table 1 — Characteristics of wild-type and mutated H4

Mutations MMm? ECP Yield® Ko [Chi2¢]
H4 / 9146.34 13980 10.0+0.1 6.37 [5.16]
M1 FEW-F7I 9151.36 19480 44.512.0 3.98 [2.57]
M2 L31I-F32W 9185.37 19480 5.510.2 440 [0.10]
M3 L54I1-L55V-L58I 9132.31 13980 8.311.4 7.5[2.51]

2 Molecular mass (MM) in g.mol™. P Molar extinction coefficient (EC) at 280 nm in M.cm™. ¢
mg of Affitin purified from 1 L of growth medium. ¢ Equilibrium dissociation constant in nM
and © chi2 in RU measured by SPR measurements with concentrations of Affitin from 15.6 nM
to 500 nM.
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Gastric digestion of H4 mutants

First, we verified whether the inserted mutations conferred resistance to gastric digestion on
the mutants. Since only one of the three identified cleavage sites was modified in each mutant,
we did not expect to totally protect the proteins from digestion. In order to better analyse the
resulted fragments produced after pepsin incubation of Affitins, more resolving SDS-PAGE
experiments were performed using tricine instead of glycine SDS-PAGE gels. The presence of
both glycerol and urea also resulted in better separation of each fragment. The separation
monitored by tricine SDS-PAGE gels of the fragments produced by pepsin digestion of H4 and
the three mutants M1, M2 and M3 is showed in Fig. 4A. They all presented three bands. Even
if the tricine SDS-PAGE analysis enable to differentiate the different fragments, it is still not
sufficiently resolving to allow us to associate one band to each fragment. Due to low molecular
weight, some fragments appeared near the dye front. Nevertheless, we could notice that the
digestion pattern of M1 (lane 3) was different from that of H4 (lane 2) while those of M2 (lane
4) and M3 (lane 5) seemed similar. Noteworthy, the main band of M1 after digestion migrates
faster while the resulting fragment after digestion is of a larger size. This result can be
explained by the presence of urea which modify the migration of the fragments. Indeed, in
absence of urea, the main band of M1 after digestion migrates less quickly through the gel

than the one of H4, suggesting a larger fragment size as expected (supplementary Fig. S4).

Mass spectrometry experiments confirmed that the introduced mutations in M2 and M3 did
not protect them against pepsin proteolysis. Interestingly, mass spectrometry spectra showed
that changing the residues 6 and 7 from F-F to W-I in M1 conferred resistance to pepsin
cleavage (Fig. 4B). When a manual research of peptide was made, the peptide
MRGSHHHHHHGSVKVKW was not found, whereas the peptide
MRGSHHHHHHGSVKVKWIWNGEEKEVDTSKIVWVKRAGKSVL appeared at 3.46 min (Fig. 4B). Of
note, MRGSHHHHHHGSVKVKWIWNGEEKEVDTSKIVWVKRAGKSVL generated two
chromatographic peaks (3.46 min and 3.57 min) with similar m/z which could stem from

isomeric forms.
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Figure 52. (Figure 4.) Analysis of the pepsin digest of (A) H4 and mutants by tricine SDS-PAGE
and (B) H4 and M1 by mass spectrometry.
A) Tricine-SDS-PAGE analysis of wild-type and mutated H4 Affitins (0.5 mg/mL, 5 ug) incubated for 30 min in
presence of pepsin (0.1 mg/mL). M: Molecular mass markers; Lane 1: H4 without digestion (nd); lane 2: H4;
lane 3: M1; lane 4: M2; lane 5: M3. Full-length gel is shown in supplementary Fig. S3. B) Extracted ion

chromatograms corresponding to the first peptide generated with pepsin for H4 and M1.

Effect of mutations on protein binding

In order to assess whether the introduced mutations interfere with the Affitin binding
property, enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA) experiments were carried out. We
investigated the interaction of H4 and its mutants with its specific target lysozyme. Figure 5
revealed that M2 mutant exhibited strong decrease of lysozyme binding compared with H4

and M3. In contrast, the binding efficiency of M1 appeared to be increased.

As an alternative approach to evaluate the interaction of Affitins with lysozyme, Surface
Plasmon Resonance (SPR) experiments were monitored at 25 °C. Lysozyme was immobilized
on a CM5 chip by amine coupling (200 RU) and the association (2 min) and dissociation (7 min)
of each Affitin were measured. As shown in Table 1 and compared with the equilibrium

dissociation constant Kp of H4 (6.37 nM), M1 displayed the highest apparent affinity towards
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lysozyme (Kp of 3.98 nM), in particular through a 2-fold increase of its apparent association
rate constant. No tangible changes in kinetic values of M3 were observed compared with wild-

type while M2 displayed a dramatic decreased apparent affinity (Kp of 440 nM).
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Figure 53. (Figure 5.) Specific binding of H4 and mutants to lysozyme by ELISA.

After lysozyme immobilisation on plates, increasing concentrations of Affitins from 31.25 nM to 1000 nM were
incubated for 1 h at room temperature and their binding were detected with HRP-conjugated anti-RGS-6His

antibody and absorbance at 450 nm. Commercial BSA were used as negative control. Results are presented as

means and error bars represent standard deviations of absorbances achieved from at least three experiments.

Effect of mutations on protein secondary structure and pH stability

To inspect whether the secondary structure of Affitins was changed by the mutations, far-uUv
CD spectra of the wild-type and mutated proteins were recorded from 210 to 250 nm at 20 °C
in 20 mM sodium phosphate buffer, pH 7. As previously described (Pacheco et al. 2014; Béhar
et al. 2013; Edmondson et Shriver 2001), H4 displayed a spectrum characteristic of 3-stranded
proteins with an a helix contribution, with a negative band near 222 nm (Fig. 6A). The far-UV
CD spectra of mutants showed that the mutations did not seem to disrupt secondary structure
of the proteins (Fig. 6A). These results suggested that the overall structure of mutants has not
been considerably changed by mutations. Nevertheless, whereas the mutants still adopted a
well-defined fold, their resulted conformations appeared to be different from that of the wild-

type H4.

pH stability was also assessed by incubating the proteins overnight in 20 mM sodium

phosphate buffer at pH ranging from 0 to 10. CD spectra indicated that the secondary
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structure of mutants (Fig. 6C and supplementary Fig. S5) remained widely stable as for H4 (Fig.

6B). It is noteworthy that M1 even seemed to display a higher stability at pH 0 (Fig. 6C) than

H4 (Fig. 6B).
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Figure 54. (Figure 6.) Secondary structure of H4 and mutants by circular dichroism.

Far-UV CD spectra of 0.25 mg/mL H4 (wild-type or mutants) were recorded at 20 °C in 20 mM sodium
phosphate buffer at pH 7 (A) or at different pH ranging from 0 to 10 for H4 (B) and M1 (C).

Effect of mutations on thermostability

Thermostability was evaluated by two methods. First, CD measurements at 222 nm in
potassium phosphate buffer, pH 7.4 were recorded at temperatures ranging from 20 to 95 °C.
Secondly, binding properties of Affitins were investigated by ELISA after they were pre-
incubated for 1 h at temperatures ranging from room temperature to 90 °C prior to their

incubation with lysozyme.

Results indicated that wild-type and mutants exhibited high thermostability with similar
spectrum profiles (Fig. 7A). Interestingly, we noticed that, compared with H4 (in black, Fig.
7A), M1 (in red, Fig. 7A) appeared to display a slightly enhanced thermal resistance, as seen
by its negligible change of ellipticity at 222 nm from 20 to 95 °C. This increased thermostability
of M1 was confirmed by ELISA experiments (Fig. 7B). Increasing the pre-incubation
temperature reduced protein binding for both H4 and M1, but the reduction was more
pronounced for H4 and the absorbance of M1 was more than 2-fold higher than that of H4

after pre-incubation for 1 h at 90 °C (Fig. 7B).
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Figure 55. (Figure 7.) Thermostability of wild-type and mutated Affitins.

CD measurements at 222 nm of 0.25 mg/mL wild-type and mutated H4 (A) or C3 (C) were recorded in 20 mM
potassium phosphate buffer at pH 7.4 and at temperatures ranging from 20 to 95 °C. 125 nM H4 or M1 (B) or
500 nM C3 or C3-M1 (D) were pre-incubated in PBS-T for 1 h at different indicated temperatures before they
were incubated for 1 h at room temperature with their specific target. Bindings were detected with anti-RGS-

6His-HRP antibody conjugate and absorbance at 450 nm. Data points represent mean and error bars represent

standard deviation of absorbances achieved from at least three experiments.

Effect of mutations at residues 6 and 7 on Affitin properties

Taken together, our results emphasized that the double mutations introduced in M1 not only
retain the remarkable known properties of Affitins (pH and thermal stabilities, strong binding,
high production vyield) but they also conferred notable improvements. To confirm these
observations, we inserted the same mutations into the sequence of another Affitin. For ease
to the following characterizations, we used the previously described Affitin C3 that targets
human immunoglobulin G (higG) (Béhar et al. 2013). Table 2 confirmed that mutating the
residues F6 to W6 and L7 to |7 in the sequence of C3 provides the same improvements than

those we have observed with H4: an increase in production yield (3.1-fold) and an increase in
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the apparent affinity, corresponding to a decrease in the equilibrium association constant Kp
(6.4-fold). In addition, we also confirmed that C3-M1 retained its excellent stability properties
under extreme conditions such as pH (supplementary Fig. S6) and thermal (Fig. 7C and Fig.
7D). As for H4 and compared with C3 (in black), we observed that C3-M1 (in red) retained high
thermostability, as seen by its negligible change of ellipticity at 222 nm from 20 to 95 °C (Fig.
7C). Moreover, for each pre-incubation temperature used from 30 to 60 °C, the absorbance
of C3-M1 was higher (at 60 °C) or similar (at 30, 40 and 50 °C) than that of C3 (Fig. 7D). Both
C3 and C3-M1 lost their affinity at temperature above 70 °C.

Tableau 9. Table 2 — Characteristics of wild-type and mutated C3.

Mutations MM? ECP Yield< Kp? [Chi2¢]
c3 / 9068.24 2980 6.5+0.2 615 [0.84]
C3-M1 FEW-L7I 9107.28 8480 200+0.3  96.7 [2.56]

2 Molecular mass (MM) in g.mol ™. ® Molar extinction coefficient (EC) at 280 nm in Mt.cm™. ¢
mg of Affitin purified from 1 L of growth medium. ¢ Equilibrium dissociation constant in nM
and © chi2 in RU measured by SPR measurements with concentrations of Affitin from 31.2 nM
to 1000 nM.

Discussion

Clinical applications can require that proteins exhibit both high affinity and structural stability
under harsh conditions. These qualities are even more important if an oral administration is
considered. Indeed, the gastrointestinal transit is particularly challenging for therapeutic
proteins because of the presence of proteases whose mission is precisely to degrade proteins
to ensure proper digestion of food and provide essential nutrients to tissues and cells

throughout the body.

The goal of this study was first to evaluate the bioavailability of Affitins, a new class of specific
affinity binders (Skrlec, Strukelj, et Berlec 2015; Gebauer et Skerra 2019) by investigating their
stability in simulated gastric (FaSSGF) and intestinal (FaSSIF) fluids. For this purpose, FaSSGF
and FaSSIF were prepared based on the updated composition proposed by Biorelevant.com.

Due to a large variation of parameters described in literature (Jantratid et al. 2008; Maeng et
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al. 2019; Liu et al. 2015), a wide range of protease concentrations were tested. As proof of
concept, we used the Affitin H4 which targets hen egg white lysozyme (Pecorari et Alzari 2008;
Correa et al. 2014). Although rapidly digested in intestinal medium, H4 appeared to be
degraded in stable fragments in gastric medium. In the same simulated conditions, similar
stable fragments were obtained with all the other Affitins we tested, while a total
disappearance of proteins was observed with other biological binders we examined, such as
an antibody and a nanobody (data not shown). These results further confirmed the particular
high stability of Affitins under extreme conditions (e.g. pH 1.6 and presence of pepsin). In
addition, in a context of increasing societal pressure for the rational use of animals for
research, the development and use of alternative models is widely recommended. Our study
highlighted that biorelevant in vitro simulated media and in silico modelling enable to
investigate the gastrointestinal degradation of therapeutic proteins and to predict their oral

behaviour, constituting a first step to understand their in vivo pharmacokinetics.

Digestion of Affitins thus generated small fragments that did no longer interact with their
target, preventing the oral administration of Affitins during medical processes. Due to this
proteolytic digestion, there is an interest in generating mutations that may lead to improved
properties. We first needed to identify the cleavage sites generated by pepsin digestion. Mass
spectrometry experiments combined with computer tools allowed us to detect three sites of
cleavage at different locations in H4 sequence. Previous work already showed that mass
spectrometry can provide in-depth analysis of peptides produced after digestion of proteins
(hazelnut allergens) (Korte, Bracker, et Brockmeyer 2017). Subsequently, our purpose was to
introduce specific mutations in H4 to optimize the bioavailability of Affitins. Nevertheless, any
sequence change could affect the interaction and structure integrity of the protein. It has
already been shown that the mutations of F32 (corresponding to F31 in Sso7d) in tyrosine and
alanine residues significantly reduced its stability (Catanzano et al. 1998). F32 is a member of
the aromatic cluster in the protein core which is considered fundamental for the stability of
the native conformation. Thus, slight conformational changes in this domain, and also at the
two other cleavage positions, might adversely affect the protein affinity. It may therefore be
important to keep amino acid conformations close together. Thereby, computer tools were
used to design H4 mutants. We considered the preferential substitutions of amino acid in

proteins that preserve structures and functions(Betts et Russell 2003) and the probabilities of
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two residues to be cleaved by pepsin (which affects in particular L and F) (Hamuro et al. 2008;
Ahn et al. 2013). The library of Sac7d variants generated to select Affitins is composed of
conserved residues and fourteen random residues (Correa et al. 2014). It is noteworthy that
only F7 and L31 are randomized residues, thus specifically selected in H4. The five others (F6
and F32, L54, L55 and L58) are conserved in all Affitins. Moreover, as indicated by Correa et
al. Correa et al. 2014), L31 and F32 did not appear to be directly involved in the interaction

with lysozyme but they are part of the binding interface.

Based on these knowledges, precise mutations were chosen at the identified cleavage
positions. The conserved F6 and F32 have been replaced by a tryptophan in order to maintain
protein conformation. Being both aromatic and hydrophobic, F and W residues prefer to be
buried in protein hydrophobic cores and may be involved in protein stabilities by stacking
interactions with other aromatic side chains (Betts et Russell 2003). In addition, these
mutations allowed the insertion of an aromatic amino acid known to confer interesting
spectroscopic properties (Ghisaidoobe et Chung 2014). The other residues (F7 and L31, L54,
L55 and L58) were substituted by an isoleucine or a valine generally poorly recognized by
pepsin (Hamuro et al. 2008; Ahn et al. 2013). Site-directed mutagenesis of the selected
residues at the cleavage pepsin sites were performed and the three resulting mutants of H4

(M1, M2 and M3) were successfully expressed using E. coli and purified to homogeneity.

Using our simulated gastric fluid FaSSGF containing pepsin, we investigated whether the
introduced substitutions protect Affitins against proteolytic digestion. Mutations in M1 (FEW-
F71) did effectively provide a resistance to pepsin digestion. On the contrary, we found that
the mutations introduced in M2 (L311-F32W) and M3 (L54I-L55V-L58I) did not cause any
resistance against pepsin digestion, although slower degradation has been observed for M2.
Interestingly, as indicated by mass spectrometry analyses, cleavages in M2 and M3 were not
directly at the sites previously identified in wild-type but they were very close to them at one
or two residues in mutants. These results suggest that, if a region of a protein containing
proteolytic cleavage sites is particularly exposed, then even the introduction of more stable
residues can be insufficient to regain stability against the protease. These two sites for pepsin
digestion in M2 and M3 could still be highly exposed after both mutations, allowing the

enzyme to degrade them.
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We further investigated the effect of the three mutations in the structure and function
characteristics of H4. The mutations did not seem to disrupt the protein secondary structure.
We observed that the mutants still adopted a well-defined fold, however their resulted
conformations appeared to be different from that of the wild-type H4. The difference was
slight for M1. Magnitude of spectra could be affected by several factors included protein
concentration and protein purity. But we could not exclude a minor rearrangement of M1, in
particular in the B-sheet containing the mutated F6 and F7. On the contrary, the spectra of
M2 and M3 did change from that of H4. The mutants still adopted a well-defined fold, but a
significant shift and decrease of ellipticity intensity were observed. This shift in addition to the
intensity decrease could indicate a decrease of a-helix content, especially for M3 as the
mutations are located in the unique a-helix of H4. These spectrum changes could also be
explained by an increase in -sheet conformation and/or by rearrangement of the p-sheet
structure. Indeed, a huge morphological and spectral diversity of B-structures has been shown
in the far-UV CD region as 3-sheet twisting in a protein greatly contributes to its CD spectrum
(Micsonai et al. 2015). As mutations in M1 and M2 are located in B-sheet parts of H4, they
could induce a rearrangement in these structures, explaining the variation in their spectrum,
but not necessarily implying a variation in the overall protein structure. In addition, we
introduced in mutants M1 and M2 a Trp amino acid which is known to make significant and
distinctive contributions even to far-UV CD spectrum. Even if the CD spectrum of M3 showed
variations in the shape and magnitude compared with H4, the mutations of the three L54, L55
and L58 did not alter the affinity of the protein to its target. As we already mentioned, this
result is not surprising as CD spectra of -sheet rich proteins are strongly dependent on the [3-
sheet twist and can show important spectral diversity (Micsonai et al. 2015). Thus, variations
in the CD spectrum would not systematically imply variations in protein overall structure and
in protein activity, as seen for M3. We found that the substitutions in M2 strongly decreased
the binding of the protein to its target. Visual inspection of the three-dimensional structure of
H4-lysozyme complex showed that the residues at these positions are closed to the binding
interface with its target but they should not directly interact (Correa et al. 2014). Even if we
performed preferential substitution to conserve structure and function, a slight modification
of amino acids (such as L to | and F to W) in this area of interaction seemed to impact binding

affinity. M2 mutations did not drastically modify the pattern of the CD spectra, suggesting that
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they did not destabilize the protein. In addition, the M2 spectrum showed similar shape and
magnitude variations compared to the M3 spectrum while the affinity of M3 was not affected
by the corresponding mutations. Thus, either the mutations in M2 rather induce minor
changes in the protein conformation which interfere with its target binding or finally, the
corresponding amino acids (L31 and/or F32) are actually involved in the target interaction.
Whatever the reason, we cannot consider introducing these mutations into Affitins, since not
only they do not provide proteolysis resistance (in M2 and M3) but they also lead to a decrease

in protein affinity (in M2).

Interestingly, the substitutions performed in M1 enable to trigger valuable properties,
accordingly giving rise to several improvements. First, the mutations provided resistance to
pepsin digestion. Secondly, the association efficiency of M1 was 2-fold greater than that of
the wild-type protein. Thirdly, the production yield of M1 increased more than 4-fold
compared to H4. Finally, we showed that M1 retained the important stability of H4 under
extreme pH and temperature conditions. We could even notice a slight improvement of these
stabilities as, unlike H4, M1 possessed a more structured CD spectrum at pH O, closer to the
one at pH 7. Moreover, at all temperatures used for pre-incubation of Affitins before its
incubation with lysozyme, the interaction intensities of M1 were higher than those of H4,
indicating that the irreversible denaturation of M1 was less important. We used homology
modelling employing the crystal structure of Affitin H4 with lysozyme (PDB ID: 4CJ2) (Correa
et al. 2014) and PyMOL software to visualize the impact of the mutations (Fig. 2C). Replacing
F6 and F7 (in red) by a W and a | (in yellow) respectively did not seem to induce major
conformational changes. For instance, although the side-chain of F6 is oriented toward the
interior of H4 structure, its mutation into a W seemed surprisingly well accommodated with
minimal steric hindrance from neighbor residues (K13 and W8). Interestingly, this substitution
could induce minor conformational changes that slightly stabilize the 3D structure.
Furthermore, W6 could induce a displacement of W8 which is in close proximity of lysozyme
in the complex, less than 3A, thereby reinforcing the affinity of the protein for its target. This
effect could therefore be similar to what has been observed in antibodies with the so-called
“second-sphere residues” which have an influence on binding site while being outside (Arkin
et Wells 1998). The hydrolysis inhibition induced by mutations in M1 would probably be

mainly due to the replacement of amino acids preferentially cleaved by pepsin (like F6 and F7)
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by amino acids poorly recognized by the enzyme (Hamuro et al. 2008; Ahn et al. 2013). But we
cannot exclude that the minor conformational changes, as discussed above by increasing

stability, also protect the protein from pepsin cleavage at this position.

In order to validate that the remarkable effects of the residue substitutions in M1 can be
transposed to another Affitin, we inserted the same mutations in the previously described
Affitin C3 (Béhar et al. 2013) which targets antibodies. As such, F6 and L7 of Affitin C3 were
replaced by W and | corresponding to the M1 double mutations. In addition to a noticeable
production yield increase, we found that C3-M1 possesses a strong increase in its apparent
affinity. CD experiments showed that C3-M1 displays a different spectrum profile than C3
while maintaining its target affinity and high stabilities towards pH and temperature
variations. A proteolysis resistance was observed for C3-M1 between the residues 6 and 7.
Nevertheless, the fourteen random residues composing the different Affitins lead to the

presence of a L at position 8 in C3 sequence which was cleaved by pepsin.

Previous work has already shown that the randomization of about 20 % of the Sac7d-
derived sequence does not alter the overall fold of the protein and that several tolerated
mutations could be considered (Béhar et al. 2013). Our results showed that all mutant proteins
are hyperthermostable in phosphate buffer and are highly resistant from low to high pH, in
good agreement with Sul7d protein family (Kalichuk et al. 2016; Béhar et al. 2013; 2014).
Altogether, our finding highlighted that the substitutions of F6 and residue 7 in Affitins by
respectively W and | produced a mutant M1 that acquired outstanding properties. As these
residues are not in the central surface of interaction with the target, we can consider
systematically inserting them in the libraries, issued from Sul7d proteins, thereby
programming these improvements in all selected Affitins. Moreover, to date, no W is present
in the sequence, thus the insertion of a W residue would have additional advantages such as
higher absorbance at 280 nm and exploitable fluorescence properties (Ghisaidoobe et Chung
2014). Rational protein engineering has already contributed to generate mutations with
enhanced properties (Kintzing, Filsinger Interrante, et Cochran 2016; C. Niu et al. 2017; Chen
etal.2018; Tu et al. 2019). Frequently, this genetic approach can also simultaneously elucidate
the structure-function relationship of a protein (Camilloni et al. 2016; Ashraf et al. 2019; Han
et al. 2018). The effects of mutations on protein characteristics can lead to a better

understanding of how protein residues and/or domains play an important role in modulating
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structural and activity properties, thus providing a better guidance for future design proposals.
Niu et al. found that substitutions of three residues (L99, L162 and E230) improved the pepsin
resistance and that in addition, some of them increased their catalytic efficiency 1.3-2.4-fold
and improved their stability at 60°C and pH 1-2 (C. Niu et al. 2017). Camilloni et al. showed
that aggregation propensity of a protein can be modulated by mutating specific residues that
change the average protection of its aggregation-prone surface residues without affecting its
structure and stability (Camilloni et al. 2016). Ashraf et al. (Ashraf et al. 2019) and Han et al.
(Chen et al. 2018; Han et al. 2018) demonstrated that modifications of non-catalytic residues
can promote favourable catalytic behaviour and that substitutions of these residues could

provide prospective candidates for industry applications.

Conclusion

The oral delivery of therapeutic protein drugs is highly challenging as the digestive tract does
not differentiate between therapeutic and non-therapeutic proteins. Since only proteins
persisting the gastrointestinal transit in intact conformation can be considered for the oral
route, simulated digestion assays are frequently employed as tools to discriminate between
drugs. In particular, biorelevant media have fast emerged as a reliable tool to support drug
discovery and development process and to minimize the need of animal and human
experiments (Kaur, Narang, et Bansal 2018; Otsuka, Shono, et Dressman 2013; Jantratid et al.
2008; Korte, Bracker, et Brockmeyer 2017). These in vitro models aim to mimic physiological
conditions and have the advantages of being more rapid, less expensive, and without ethical
restrictions. Our study emphasized that these models could actually predict the digestion

profiles of a therapeutic protein.

Even if it can be difficult to anticipate all possible effects of rational design on protein
properties, we successfully identified beneficial mutations for proteolytic resistance that also
lead to additional improved properties, such as affinity, stability and production level. These
improvements are particularly sought in the development of targeting agents for diagnosis

and therapy like Affitins.
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Materials and Methods

Materials

Unless otherwise specified, chemicals were purchased from Sigma-Aldrich and enzymes and
buffers for molecular biology were purchased from Thermo Fisher Scientific. Oligonucleotides

were purchased from Eurofins.

Protein mutagenesis

Reactions were carried out using Phusion site directed mutagenesis protocol as described by
manufacturer (Thermo Scientific), in a final reaction volume of 50 puL with 10 ng of plasmid
DNA derived from pQE30 (Qiagen) and encoding Affitins (pFP1001-H4 (Correa et al. 2014) or
pFP1001-C3(Béhar et al. 2013)). Final reaction mixtures consisted of 1x concentrated Phusion
HF buffer, 0.2 mM dNTP-Mix, 4 % DMSO, 0.25 uM forward primer and reverse primer (stock
solutions dissolved in ddH;0) and 1 unit of Phusion Hot Start Il DNA polymerase. The primers
used are described in Table S1. PCR reactions were realized under the following conditions: a)
initial denaturation: 98 °C (30 sec); b) cycling (25 passes in total): 98 °C (30 sec), 60 °C (50 sec)
and 72 °C (150 sec) c) final elongation: 72 °C (10 min). Following PCR, samples were analysed
by agarose gel electrophoresis (100 V; 1 h) (1 % (w/v) agarose in TAE buffer, using a 1 kb DNA
ladder as standard for size determination. After confirmation of correct band sizes, PCR
products were digested 1 h at 37 °C by 1 pL Dpnl (100 U/uL). Then PCR product was
transformed into E. coli DH5alaclq strain (Invitrogen) and some colonies were amplified using
a Wizard Plus SV MiniPrep DNA purification system Kit (Promega). Concentrations of purified
PCR products were determined by absorbance measurements at 260 nm using a NanoDrop
spectrophotometer. DNA samples were sent for sequencing (Eurofins) in order to verify amino

acid sequences.

Protein production and purification

Protein preparations were performed similarly for mutated and original wild-type proteins as
described previously (Mouratou et al. 2007) with modifications. Competent E. coli DH5alaclq

were transformed by heat shock at 42 °C with the plasmid coding for the protein and grown

in overnight stirring preculture (50 mL in 2YT medium containing 100 ug/mL ampicillin, 25
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ug/mL kanamycin and 1 % glucose at 37 °C). 20 mL of preculture were then inoculated in 1 L
of 2YT medium (with 100 pug/mL ampicillin, 25 pg/mL kanamycin, 0.1 % glucose). Expression
was induced when the absorbance (ODsoo) reached 0.8- 1.0 by 0.5 mM IPTG, and cultures were
shaken at 30 °C during 3 h. Cultures were harvested by centrifugation and the bacterial pellets
were resuspended in lysis buffer (Tris-HClI 20 mM pH 7.4, 500 mM NacCl, 25 mM imidazole) and
disrupted by several gentle sonications. Cell debris were pelleted by centrifugation and
supernatants, containing the protein of interest, were incubated with 1.5 mL of nickel affinity
resin (Ni-NTA, GE Healthcare) at room temperature for 1 h. Proteins containing six N-terminal
histidine residues were purified on a 5 mL HiTrap column. Elutions were performed with 5 mL
of PBS (137 mM NaCl, 2.7 mM KCI, 8 mM NazHPOs4, 2 mM KH2POs, pH 7.4) with 250 mM
Imidazole. Proteins were further purified by size-exclusion chromatography on a Superdex 75
column (GE Healthcare) equilibrated with PBS. Fractions were pooled and concentrations
were determined using a NanoDrop spectrophotometer. Proteins were used for biochemical

characterization.

Simulated gastric fluid digestion assay

Gastric digestion media corresponding to the fasted-state were prepared according to the
instructions provided by Biorelevant.com Ltd and consists of a solution made by dissolving
0.06 mg/mL of FaSSIF, FeSSIF & FaSSGF powder, purchased from Biorelevant.com, in 34.2 mM
NaCl at a pH of 1.6 adjusted with HCI. Then pepsin is added extemporaneously (from 0.01 to
3.2 mg/mL). Affitins were added at a final concentration of 0.5 mg/mL and were then
incubated for 30 minutes at 37 °C with stirring. Reactions were quenched with 200 mM

Na,COs. Samples were stored at -20 °C until use.

Simulated intestinal fluid digestion assay

Intestinal digestion media corresponding to the fasted-state were prepared according to the
instructions provided by Biorelevant.com Ltd and consists of a solution made by dissolving
2.24 mg/mL of FaSSIF, FeSSIF & FaSSGF powder in a buffer containing NaOH 10 mM, NaH2PO4
28.66 mM and NaCl 105.88 mM at pH 6.5. Then pancreatin is added extemporaneously (from
0.01 to 10 mg/mL). Affitins were added at a final concentration of 0.5 mg/ml and were then
incubated for 30 min at 37 °C with stirring. Reactions were quenched by heating at 100 °C for

10 min. Samples were stored at -20 °C until use.
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Mass spectrometry analysis

Affitins were prepared at a concentration of 0.5 mg/mL with or without pepsin digestion. An
SDS-PAGE electrophoresis gel with 15 % acrylamide was made to ensure that proteins have
been well digested with pepsin. 100 pL of sample are put in restrictors themselves placed in
LC vials (Macherey Nagels). LC-MS/MS analyses were performed as described previously with
minor modifications(Charpentier et al. 2016), on a Synapt™ G2 HRMS Q-TOF mass
spectrometer equipped with an electrospray ionization (ESI) interface operating in the positive
mode and an Acquity H-Class® UPLC™ device (Waters Corporation, Milford, MA, USA).
Peptides were separated on a BEH Cig column (2.1 x 100 mm; 1.7 um; Waters Corporation)
with a linear gradient of mobile phase B (100 % acetonitrile) in mobile phase A (5 %
acetonitrile), each containing 0.1 % formic acid, and at a flow rate of 400 puL/min. Mobile phase
B was kept constant at 1 % for 1 min, then linearly increased from 1 % to 99 % for 10 min, kept
constant at 99 % for 1 min, returned to the initial condition over 1 min, and kept constant for
2 min before the next injection. The column temperature was maintained at 60 °C throughout
the run. Peptides were then detected by the mass spectrometer with the ESI interface
operating in the positive ion mode (capillary voltage, 3 kV; desolvatation gas (N2) flow and
temperature, 900 L/h and 400 °C; source temperature, 150 °C). Data were acquired at the rate
of 4 spectra/sec and the acquisition window was set from m/z 50 to 4000. For MS/MS
experiments, major precursor ions were selected according to their specific m/z and then
fragmented with a collision energy set at 30 V. The multiple charge state distributions of intact
proteins were deconvoluted by the use of MaxEntl software (Waters Corporation) and
generated MS/MS spectra were manually analysed to find the sequence coverage of each

protein.

Polyacrylamide gel electrophoresis

The impact of pepsin digestion was studied by Sodium Dodecyl Sulfate - polyacrylamide gel
electrophoresis (SDS-PAGE) either by 15 % acrylamide gels in Tris/glycine/SDS running buffer
(glycine-SDS-PAGE) or by 10 % acrylamide gels in Tris/tricine/SDS running buffer (tricine-SDS-
PAGE). Samples (10 pL, 5 pg protein) were mixed with 4X loading buffer with [-
mercaptoethanol and heated for 10 min at 100 °C. Gels were run in a Mini-PROTEAN Tetra cell
system (Bio-Rad) for 1 h at 150 V (glycine-SDS-PAGE) or for 1h30 at 120 V (tricine-SDS-PAGE).
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All Gels were stained overnight using PageBlue Protein Staining Solution (Thermo Fisher
Scientific) and destained with different water baths. Image analyses of gels were performed
using Imagelab software. Band sizes were determined by Precision Plus Protein all blue

markers from Bio-Rad.

Target affinity and thermostability by Enzyme-linked immunosorbent assay (ELISA)

In order to evaluate the binding specificity of mutated Affitins against its targets and their
thermostability, ELISA experiments were carried out as described previously (Pacheco et al.
2014) with modifications. A Maxisorp plate (Nunc) was coated 1 h with 100 pL of chicken
lysozyme (Sigma) or higG (Tegeline, kindly provided by Bernard Vanhove, Nantes university)
at 1 mg/mL and washed three times with PBS pH 7.4 before an overnight saturation with BSA
0.5 %. For binding specificity evaluation, 100 uL of Affitins with concentrations ranging from
3.9 nM to 1 uM in PBS pH 7.4 containing 0.1 % Tween 20 (PBS-T) were added to the
corresponding well and incubated for 1 h at room temperature. For thermostability
evaluation, Affitins (125 nM) were first incubated in PBS-T for 1 h at different temperatures
(from room temperature to 90 °C) and immediately cooled down on ice, then 100 uL were
added to the corresponding well and incubated for 1 h at room temperature. In both
experiments, Affitins were tested for non-specific binding against BSA without target. After
washing with PBS-T, the plates were incubated for 1 h at room temperature with 100 pL anti-
RGS-6His antibody (Qiagen, dilution 1:5000), conjugated with horseradish peroxidase (HRP).
After washing with PBS-T, bound proteins were detected using 100 pL of ortho-
phenylenediamine (OPD) solution (1 mg/mL OPD, 0.05 % H,0,, 100 mM sodium citrate pH 5.0)
as substrate. The absorbance at 450 nm was recorded with a plate reader (Tecan infinite M200

Pro).

Target affinity by Surface Plasmon Resonance (SPR)

Association and dissociation of wild-type and mutated Affitins on their target were conducted
at 25 °C by SPR experiments using a BIAcore T200 instrument. Targets (lysozyme or hlgG) were
immobilized on a CM5 chip by amine coupling on two independent channels. Briefly, an NHS
/ EDC mix was injected onto a CM5 chip to generate reactive ester groups. Targets were
diluted to 20 pg/mL in sodium acetate buffer pH 5.5 or sodium acetate buffer pH 4.5

respectively and injected onto the activated chip on channels 2 and 4. Lysozyme and hlgG

174



RESULTATS ET DISCUSSION_ Chapitre 1 : Administration orale d’'une protéine alternative aux anticorps

were immobilized at 200 RU and 1200 RU respectively. The residual ester groups were
inactivated by injection of a 1 M ethanolamine solution pH 8.5 for 10 min. The running buffer
was HBSEP pH 7.4 (10 mM Hepes, 150 mM NaCl, 2 mM EDTA and 0.05 % P20). Affitins (H4,
M1, M2 and M3) were injected in dose response on lysozyme at the following concentrations:
500, 250, 125, 62.5, 31.2, 15.6 nM. Associations were measured for 2 min and dissociations
for 7 min. The flow rate was set at 30 uL/min and the regenerations were carried out by
injection for 30 sec of a 10 mM NaOH solution. Affitins C3 and C3-M1 were injected in dose
response on hlgG at the following concentrations: 1000, 500, 250, 125, 62.5, 31.2 nM.
Associations were measured for 2 min and dissociations for 5 min. The flow rate was set at 30
uL/min and the regeneration carried out by the injection for 30 sec of a solution of 1 M
ethanolamine pH 8.5. The resulting data were evaluated with BlAevaluation 3.1 and the kinetic

parameters kon, koff, and KD were calculated.

Structural analysis by Circular Dichroism (CD)

Far-UV CD spectroscopy was used to determine the secondary structures of WT and mutated
Affitins and to evaluate their stability at different pH and temperatures. Measurements were
carried out in a Jasco J-810 instrument (Jasco, Lisses, France), using a quartz cell with a path
length of 0.2 cm (Hellma, Paris, France). For pH stability, 0.25 mg/mL Affitins were incubated
overnight at room temperature in 20 mM sodium phosphate buffer at pH ranging from 4 to
10 or in HCl 1N for pH 0. CD spectra were performed at 20 °C. For data processing, three
consecutive scans were collected for each measurement from 210 to 250 nm and average
spectra were smoothed and stored. Data were collected as ellipticity in units of millidegrees
(mdeg) versus wavelength (nm). Thermal unfolding was monitored at 222 nm in potassium
phosphate buffer, pH 7.4 in a temperature measurement mode starting from 20 to 95 °C with
a scanning rate of 1 °C/min. Data were collected as ellipticity in units of millidegrees (mdeg)

versus temperature (°C).
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Supplémentary information

Supplementary Figure $3. Full-length gel image shown in Fig. 4A. Full-length gel image of

Supplementary Figure S1. Full-length gel images shown in Fig. 1. Full-length gel images of SDS-PAGE performed under reducing conditions and stained with Coomassie brilliant blue.

SDS-PAGE performed under reducing conditions and stained with Coomassie brilliant blue.
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Supplementary Figure S2. Purities of wild-type and mutated H4 by SDS-PAGE. Purified Supplementary Figure S4. Full-length gel images of Tricine SDS-PAGE in absence (A) or in
proteins (1 and 3 pg) were separated by SDS-PAGE (15 % acrylamide gel) under reducing presence of 2.5 M urea (B) or 4.2 M urea (C) under reducing conditions and stained with
conditions and stained with Coomassie brilliant blue. M: Molecular mass markers. Coomassie brilliant blue.
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Supplementary Figure S5. Secondary structure of M2 and M3 mutants by circular dichroism.
Far-UV CD spectra of 0.25 mg/mL of M2 (A) and M3 (B) were recorded at 20 *C in 20 mM

sodium phosphate buffer at different pH ranging from 0 to 10.

Supplementary Figure 56. Secondary structure of wild-type and mutated C3 by circular
dichroism. Far-UV CD spectra of 0.25 mg/mL of C3 (A) and C3-M1 (B) were recorded at 20 °C

in 20 mM sodium phosphate buffer at different pH ranging from 0 to 10.

Supplementary Table S1 — Amino acid sequences of Affitins with wild-type or mutated

residues in bold.

Affitins Amino acid sequences

He MRGSHHHHHHGSVEVEFPWNGEEKEVDTSKIVWWVEKRAGKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDAPK
ELLDMLARAEREKKLN

Mt MRGSHHHHHHGSVEVKWIWNGEEKEVDTSKIVIWVKRAGKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDAPK
ELLDMLARAEREKKLN

M2 MRGSHHHHHHGSVEKVKFFWNGEEKEVDTSKIVIWVERAGKSVIWIYDDNGKNGYGDVTEKDAPK
ELLDMLARAEREKKLN

M3 MRGSHHHHHHGSVKVKFFWNGEEKEVDTSKIVIWVKRAGKSVLFIYDDNGKNGYGDVTEKDAPK

EIVDMIARAEREKKLN

MRGSHHHHHHGSVEVKFLLNGEEKEVDTSKIRDVCROGKNVKFLYNDNGKYGAGNVDEKDAPK
ELLDMLARAEREKKLN

MRGSHHHHHHGSVKVEWILNGEEKEVDTSKIRDVCRQGKNVKFLYNDNGKYGAGNVDEKDAPK
ELLDMLARAEREKKLN

c3

C3-Mm1

Supplementary Table 52 - Primer sequences used for site-directed mutagenesis of H4.

Mutants Mutations nucleotide sequence (5'-3')

M1 FEW-F7I F | CGGATCCGTCAAGGTGAAATGGATCTGGAACGGCGAAGAAA
AAGAAGTGG
R | CCACTTCTTTTTCTTCGCCGTTCCAGATCCATTTCACCTTGACG
GATCCG
M2 L31l-F32wW F | GCGTGCGGGCAAAAGTGTGATCTGGATCTACGACGACAACG
GC

R | GCCGTTGTCGTCGTAGATCCAGATCACACTTTTGCCCGCACGC

M3 L541-L55V-L581 | F | CCGAGAAAGATGCCCCGAAAGAGATTGTAGATATGATTGLG
CGTGCGGAACGLG

R | CGCGTTCCGCACGCGCAATCATATCTACAATCTCTTTCGGGGC
ATCTTTCTCGG

The bold nucleotides correspond to the substituted bases
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Chapitre 2 : Exposition orale des herbicides et de leurs métabolites

1. Préambule

La premiere fonction de I'épithélium intestinal est d’agir comme une barriére physique
pour empécher le passage d’éléments nocifs : antigénes étrangers, micro-organismes et leurs
toxines. Il agit, en second lieu, comme filtre sélectif, permettant le passage de nutriments
essentiels ou d’électrolytes, de la lumiere intestinale vers la circulation systémique. Les
jonctions cellulaires épithéliales sont les principales composantes de la barriere intestinale car
elles relient les cellules épithéliales entre elles, fonctionnant comme un véritable systéme de

« cloture ».

Des molécules peuvent altérer le bon fonctionnement de la barriére intestinale. Les
herbicides, par exemple, sont connus chez les animaux aquatiques pour étre un facteur
d’altération physiologique (Vonk et Kraak 2020). Les sources d’exposition multiples, par
I'alimentation, I'air et par les réseaux d’acheminement de 'eau, ont été décrites dans des
revues (Agostini et al. 2020). Récemment le glyphosate a été décrit comme un acteur de
I’hyperperméabilité intestinale a forte concentration (Vasiluk, Pinto, et Moore 2005). D’autres
herbicides présents en fortes concentrations dans les eaux de boissons sont, a I'inverse, moins
étudiés. C'est pourquoi, il est intéressant de mettre en place des modéles simples et
reproductibles pour rechercher les effets des herbicides sur 'Homme suite a une exposition
aigué ou prolongée. Notre intérét s’est porté sur deux herbicides et leurs métabolites : le
métolachlore et I'atrazine. Etudier I'impact de I'atrazine et du métolachlore ainsi que de leurs
métabolites sur la barriere intestinale souléve un ensemble d’interrogations. Les herbicides
ont-ils un effet sur les cellules intestinales ? Y a-t-il une variabilité des effets au cours d'une
exposition aigué ou chronique ? Y a-t-il un impact différent entre des expositions a doses
faibles et élevées ? Les effets sont-ils plus importants entre une exposition unique ou en

cocktail ? Quelle est la différence entre la molécule meére et ses métabolites ?
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2. Résultats

2.1, Caractérisation du modeéle cellulaire

Nous avons souhaité tester deux lignées cellulaires intestinales pour réaliser un modéle
d’étude simple et reproductible. En nous basant sur les lignées de référence dans les études
de perméabilité cellulaire, nous avons testé les cellules d’adénocarcinome de célon Caco-2 et

HT-29 seules ou en coculture.
2.1.1. Prolifération et adhésion cellulaires

Le systéme xCELLigence permet de suivre des événements cellulaires en temps réel en
mesurant I'impédance électrique a I'aide de microélectrodes situées au fond de chaque
plaque de culture cellulaire. Un logiciel RTCA calcule un indice cellulaire (IC) qui correspond
au changement relatif de l'impédance mesurée pour représenter I'état des cellules a un

instant t. Nous avons comparé le profil des cellules Caco-2, HT-29 et de la coculture sur 130 h.

Les profils de prolifération étaient similaires entre les trois conditions de culture : une
phase d’initiation entre 5 h et 40 h, une phase exponentielle entre 50 h et 100 h et un plateau
au-dela de 100 h (Figure 56A). Malgré un profil similaire, nous avons eu un IC max différent
entre les cellules HT-29 (IC max= 23) et les cellules Caco-2 (IC max= 10). Nous avons noté
gu’une coculture avec un ratio Caco-2/HT-29 (9 :1) ne présentait de différence de ICmax avec
une monoculture Caco-2. Etant donné que I'IC tient compte du nombre, de Ia taille et de |a
force d’adhésion des cellules, nous avons donc eu une différence significative de la
prolifération entre HT-29 et Caco-2. Nous savions que les cellules HT-29 et Caco-2 avaient une
morphologie cellulaire différente. En effet, les cellules HT-29 sont petites, rondes et
homogenes tandis que les Caco-2 sont trés hétérogenes en taille. De plus, les Caco-2 s’étalent
sur la surface lorsqu’elles adherent, contrairement aux HT-29 qui forment des flots (Figure
56C). Pour caractériser cette différence entre Caco-2 et HT-29, un comptage cellulaire a été
réalisé sur 5 jours. L'indicateur du pourcentage de confluence nous a montré que les cellules
Caco-2 et la coculture atteignent la confluence plus rapidement que les cellules HT-29. A jour
5, les Caco-2 étaient a 100 % de confluence tandis que les cellules HT-29 étaient a 70 % (Figure
56B). Le nombre de cellules a jour 5 était pourtant deux fois plus important pour les cellules
HT-29 (résultats non montrés). Enfin, I'écart du temps de culture a IC % entre les 2 lignées

cellulaires était de 24 h.
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Figure 56. Caractéristiques cellulaires des cellules épithéliales intestinales

A) Mesure de I'index cellulaire, par xCELLigence, des cellules Caco-2 et HT-29 cultivées seules ou en coculture
(ratio 9 :1). Les mesures représentent la moyenne et Ecart-type (ET) de duplicats techniques B) Prolifération
cellulaire exprimée en pourcentage de confluence suite a une observation au microscope au grossisement X10.

Les mesures représentent la moyenne et ET de duplicats techniques C) Organisation et morphologie lors de la

culture de Caco-2 et HT-29.

2.1.2. Formation de la perméabilité cellulaire

Un paramétre important a contréler dans notre étude est la capacité des lignées a former
une barriére polarisée et semi-perméable, c’est pourquoi nous avons mis en culture ces 2
lignées seules ou en coculture, sur des inserts Transwell, pendant 21 jours. Seuls les modeéles
ayant une valeur de résistance électrique transépithéliale (TEER) >250 ohm.cm? pendant la
différenciation peuvent étre utilisés pour des études de perméabilité cellulaire (Srinivasan et
al. 2015). Le suivi de la TEER nous apprend que les valeurs sont tres différentes en fonction du
modele (Figure 57). Les inserts avec des cellules HT-29 ont des valeurs faibles (25 ohm.cm?),

tout comme les cocultures (~*250 ohm.cm?). D’aprés ces valeurs, la coculture peut &tre utilisée
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comme modele bien que les valeurs soient plus faibles que celles des inserts avec Caco-2

(~1500 ohm.cm?).

Evolution de la formation de la barriére épithéliale
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Figure 57. Formation de la barriere épithéliale en fonction de la lignée cellulaire
Mesure de la TEER au cours de la culture sur des inserts Transwell pendant 21 jours. Les résultats sont exprimés

en moyenne et ET de 4 réplicats techniques.

2.1.3. Expression protéique des jonctions cellulaires

La perméabilité cellulaire est modulée par des protéines de jonction. En nous intéressant
a I'expression des protéines de zonula occludens (ZO-1), E-cadhérine (E-cad) et Occludine
(OCLN), nous avons remarqué une plus forte expression de ces dernieres chez Caco-2 comparé
a HT-29, aprés normalisation avec l'actine (Figure 58). Ce parametre est particulierement
important puisque dans le cadre de I’évaluation des effets des herbicides sur la perméabilité

membranaire, nous devons étre en mesure de suivre I'expression des protéines de jonction.

Z0-1 E-cad OCLN
Caco-2 HT-29 Caco-2 HT-29 Caco-2 HT-29
Protéines de pr— —
jonction
Actine —  — — —t——— -~

Figure 58. Expression des protéines de jonction en fonction de la lignée cellulaire
Western-blot réalisé avec 50 ug de protéines totales extraites d’un échantillon de 2x10° cellules d’une lignée
Caco-2 ou HT-29. Protéines de jonction Zonula Occludens (Z0-1), E-cadhérine (E-cad), Occludine (OCLN) et le

témoin actine.
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Les conditions standard d’extraction et de Western-blot n’ont pas permis de visualiser la
claudine-1 (CL-1). La trypsine-EDTA, habituellement utilisée dans les études d’expression
protéique par Western-blot, est une protéase contenue dans les cellules qui associée a 'EDTA
élimine I'adhérence cellule a cellule. Les cellules Caco-2 mettent du temps a se détacher or,
en prolongeant l'incubation, la trypsine peut endommager les protéines a la surface des
cellules et détruire les protéines de jonction. Une solution plus douce comme la Verséne (une
solution d’EDTA) augmente la concentration en protéines totales extraites d’un facteur 2
(Tableau 10). Une autre solution contenant un mélange de trypsine et de collagénase a faible

concentration (accutase) a été testée mais ne donne pas de meilleurs résultats que la trypsine.

Tableau 10. Concentration en protéine totale en fonction de la méthode d’extraction
protéique.
Méthode chimique Méthode physique

Trypsine* Accutase* Verséne* 7j** 14j** 21j**

Conc. mg/mL  3,6+0,15 3,4+0,07 6,60 3,320 46+0,16 7,2%0,18

* réalisée sur des culots cellulaires de 2 millions de cellules

** réalisée dans des plaques 6 puits

Ayant rencontré des obstacles pour visualiser la CL-1, une optimisation des protocoles a
donc été nécessaire. Les essais avec des solutions d’extraction plus douces (verséne et
accutase) ayant été infructueux, nous avons testé une méthode alternative « physique » en
grattant directement les cellules dans le tampon d’extraction contenant des antiprotéases
(Figure 59A). Bien que nous n’ayons toujours pas obtenu de réponse satisfaisante pour la CL-1,
il est apparu que I'E-cad était mieux conservée. En déposant 50 pg de protéines totales sur un
gel, nous observons une bande E-cad de plus forte intensité avec la solution de verséne par
rapport aux bandes d’intensité égale entre la trypsine et I'accutase (Figure 59A). La méthode
de décollement physique par grattage conduit a I'apparition de bandes plus intenses par
rapport a la méthode par trypsine et qui correspondent a la forme immature (130 kDa) et a la

forme mature (120 kDa) de I'E-cad.
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A Conditions d’extraction B Condition cellulaire
VAATT G 6 T T 17 114 121
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Figure 59. Optimisation des conditions d’extraction

Western-blot réalisé avec 50 ug de protéines totales extraites d’un échantillon de 2x10° cellules d’une lignée
Caco-2. Protéines de jonction ZO-1, E-cad, CL-1, OCLN et le témoin actine. A) Comparaison des conditions
d’extractions par décollement chimique des cellules (V : Versene, A : Accutase, T : Trypsine) ou décollement

physique par grattage (G). B) Comparaison de I'effet de la durée de formation de la barriére (7 - 14 -21 jours

de culture) sur I'expression de CL-1 et E-cad.

La CL-1 n’est pas visible dans les conditions précédemment testées, nous avons alors émis
I’hypothése qu’elle ne devait pas étre exprimée en |I'absence de « barriére ». Nous avons donc
choisi de faire varier le temps de culture des cellules Caco-2. Nous observons que l'intensité
des bandes de CL-1 augmente entre une barriére constituée en 7, 14 et 21 jours (J7 < J14 <
J21). Il apparait que I'expression de la CL-1 augmente proportionnellement a la durée de
formation de la barriére (Figure 59B). Par comparaison, L'E-cad, semble étre exprimée de

facon stable au cours du temps.
2.1.4. Expression des génes codant pour les protéines de jonction

Une caractérisation plus fine de I’expression des jonctions serrées et adhérentes a été
réalisée par RT-gPCR. Les résultats obtenus vont dans le méme sens que les observations
protéiques, c’est-a-dire que I'expression du géne codant pour la CL-1 augmente au cours de
la formation de la barriere épithéliale (Figure 60). L’expression du gene de CL-1 est 18 + 0,3
fois plus forte a J7 qu’a J2. Entre J14 et J21 I'expression est identique avec une augmentation
d’un facteur de 26 + 1,3 par rapport a J2. Un résultat similaire est retrouvé pour les génes
codant pour OCLN, ZO-1 et E-cad avec des taux d’expression variables. Notons ici, la différence
entre |'expression des ARNm et des protéines pour I'E-cad. Dans le cas de I'expression
protéique, I'E-cad est constante au cours de la formation de la barriere. Dans le cas de

I’expression génique, I’ARNm codant pour E-cad augmente en fonction de I’age de la barriére.
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D’aprés ces informations, nous savons qu’il faut une barriére au minimum de 14 jours

pour avoir I'ensemble des protéines de jonction correctement formée.
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Figure 60. Expression des genes codant pour les protéines de jonction
RT-qPCR réalisée avec des échantillons d’ARN extraits de cellules Caco-2 cultivées pendant 2, 7, 14 et 21 jours.
Les graphiques sont représentés en fold change par rapport au jour 2 et normalisés par rapport a I’actine. Les

résultats sont exprimés en moyenne et ET de duplicats techniques.

2.2. Evaluation des effets cellulaires des herbicides
2.2.1. Viabilité cellulaire

Lors du trajet dans le tractus digestif, les herbicides, s’ils ne sont pas dégradés, vont étre
en contact avec I'épithélium intestinal. Evaluer la toxicité de ces composés sur une gamme de
concentration étendue est donc important. Nous avons souhaité tester la cytotoxicité des
herbicides en regardant la diminution de I'activité métabolique par un test MTT (activité
mitochondriale) et un test ATP (voie de signalisation cellulaire). Il s’avere que dans le test ATP,

les herbicides engendrent une cytotoxicité inférieure a 10 % (Figure 61). Moins de 10 % de
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cytotoxicité sur I'’ensemble de la gamme indique que les herbicides n’ont pas d’effet sur la

voie de signalisation ATP dans la lignée Caco-2.

A Effet du Metolachore et de ses métabolites B Effet de I'atrazine et de ses métabolites
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Figure 61. Test ATP évaluant la viabilité cellulaire des Caco-2 exposées a des herbicides

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h a une concentration croissante 0,05-0,1-0,25-0,5-1 et 10 uM de A) Mtc,
OXA et ESA B) Atz, DEA, DIA et DEDIA. Les graphiques sont représentés sur |'axe des ordonnées : en
pourcentage de viabilité calculé par rapport a la viabilité des cellules sans traitement et en présence de DMSO
20 % qui entraine 100 % de toxicité cellulaire; et sur I'axe des abscisses : en échelle log de 10. Les résultats sont

exprimés en moyenne et ET de 4 réplicats biologiques.
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Figure 62. Test MTT évaluant de la viabilité cellulaire des Caco-2 exposées a des herbicides.

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h a une concentration croissante 0,05-0,1-0,25-0,5-1-10 et 50 uM en
herbicides : A) Mtc, OXA et ESA B) Atz, DEA, DIA et DEDIA. Les graphiques sont représentés sur I'axe des
ordonnées : en pourcentage de viabilité calculé par rapport a la viabilité des cellules sans traitement et en

présence de DMSO 20 % qui entraine 100 % de toxicité cellulaire; et sur I'axe des abscisses : en échelle log de

10. Une gamme de DMSO (0-0,5-1-3-6-10 et 20 %) sert de témoin de toxicité.
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Les tests MTT montrent une diminution de la viabilité cellulaire inférieure a 15 % entre
0,05 uM et 1 pM mais une augmentation de la cytotoxicité de 20 a 25 % a 10 uM pour le Mtc,
I’Atz et leurs métabolites (Figure 62). Les faibles effets observés sont dose-dépendants mais
ne suivent pas une variation continue avec la dose. La viabilité cellulaire est meilleure a 50 uM
gu’a 10 uM et le point a 0,5 uM présente une toxicité légerement supérieure a celle de 1 uM.
La gamme de DMSO, utilisé comme témoin, nous confirme que plus le pourcentage en DMSO

augmente et plus la viabilité cellulaire diminue.

2.2.2. Prolifération et adhésion cellulaires

Les herbicides ont ensuite été évalués sur leur capacité potentielle a agir au niveau de la
prolifération cellulaire. Les expériences ont été menées sur un modele de monoculture Caco-2
et de coculture Caco-2/HT-29 avec un ratio 9:1. Les résultats xCELLigence montrent qu’il n’y a
pas de différence significative entre les cellules Caco-2 ou Caco-2/HT-29 non traitées et
traitées aux Mtc 50 uM (Figure 63). Pour les autres herbicides, nous retrouvons dans les 2
modeles de culture une augmentation de la prolifération/adhésion qui se traduit soit par une
phase plateau atteinte plus rapidement, soit par un décalage de la phase exponentielle de la
droite vers la gauche. Les plateaux pour les cellules Caco-2/HT-29 en coculture sont atteints
plus rapidement par les métabolites du Mtc (50 h) ainsi que par I’Atz (80 h) et ses métabolites
(~70 h) par rapport aux cellules non traitées (100 h) (Figure 63A). D’apres notre précédente
étude, I'IC max correspond a la force d’adhésion et au nombre de cellules. Bien que les vitesses
de prolifération semblent similaires, les diminutions des IC max de ESA, OXA, Atz, DEA, DIA et
DEDIA par rapport aux cellules sans traitement suggerent que le nombre de cellules détectées

est lui inférieur ou la force d’adhésion plus faible.

Concernant les cellules en monoculture traitées ou non avec les herbicides, pour évaluer
la différence de prolifération/adhésion, il est nécessaire de regarder le TEso (temps de
prolifération a 50 % du ICmax). La diminution du TEsp est corrélée a une augmentation de la
vitesse de la prolifération. Nous retrouvons donc une augmentation pour I'ESA (TEso= 60 h),
I’OXA (TEso= 70 h) et dans une plus faible mesure pour I’Atz et ses métabolites (TEso entre 60

et 80 h) par rapport aux cellules non traitées ou le TEsg est a 100 h (Figure 63B).
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Figure 63. Comparaison des effets des herbicides a 50 uM sur la prolifération d’une
monoculture Caco-2 et coculture Caco-2/HT-29

A) Exposition d’une coculture Caco-2/HT-29 (ratio 9 :1) au Mtc et ses métabolites et a I’Atz et ses métabolites.
B) Exposition d’'une monoculture Caco-2 au Mtc et ses métabolites et a I'Atz et ses métabolites. Les graphiques

xCELLigence sont réalisés en moyenne et ET de 2 réplicats techniques représentatifs de plusieurs expériences.

En regardant plus précisément les effets de la concentration en herbicides sur une
monoculture Caco-2, nous remarquons qu’il y a une légére relation effet-dose. En effet, nous
observons un effet |égérement plus important avec 1 uM d’herbicides qu’avec 0,5 uM. Par
contre, il semble qu’il y ait moins d’effet avec la forte concentration 10 uM (Figure 64). Un
contrble supplémentaire a été effectué avec 5 et 20 % de DMSO. Nous avons bien une
diminution significative du nombre de cellules avec 20 % de DMSO et un retard de la

prolifération avec 5 % de DMSO (120 h au lieu de 100 h).
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Figure 64. Effet de la concentration en herbicides sur la prolifération cellulaire des Caco-2
Une gamme de 0-0,5-1 et 10 uM d’herbicides et de 0-5 et 20 % de DMSO sont déposés sur les cellules Caco-2.
Les graphiques xCELLigence sont réalisés en moyenne et ET de 2 réplicats techniques représentatifs de 5

expériences distinctes.

Dans leur cycle de prolifération, les cellules vont d’abord adhérer (phase d’initiation), se
multiplier (phase exponentielle), puis atteindre un équilibre (phase de plateau). Au cours du
temps, les cellules vont puiser dans les ressources du milieu jusqu’a leur épuisement,
entrainant un déclin du nombre de cellules (phase de mort cellulaire). Le métabolisme des
cellules est donc différent en fonction des phases. Le métabolisme en phase de plateau sera
plus lent qu’en phase exponentielle. Les effets que nous constatons au niveau de la phase
exponentielle laissent a penser que les herbicides pourraient avoir un léger impact sur le
métabolisme des cellules Caco-2, modifiant ainsi certaines de leurs caractéristiques cellulaires

et leur profil d’adhésion sur les plaques xCELLigence.

Nous avons ensuite réalisé un marquage des noyaux au DAPI pour évaluer le nombre de
cellules au moment de la phase de plateau. Un traitement aigu d’'une durée de 24 h a forte
concentration (10 uM) a été réalisé sur une culture de 8 jours. Le comptage des noyaux colorés
montre qu’il y a une différence entre les cellules traitées au Mtc et celles non traitées. Les
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cellules traitées au Mtc 10 uM ont une diminution du nombre de cellules (Figure 65A). Cette
méme expérience a été réalisée, cette fois, avec un traitement aigu de 24 h a faible
concentration (0,5 puM) sur une culture de 8 jours. Une fois encore, nous remarquons une

diminution du nombre de noyaux pour la condition traitée aigué au Mtc (Figure 65B).
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Figure 65. Comptage des noyaux marqués en immunofluorescence

Marquage des noyaux au DAPI sur des cultures de Caco-2 traitées ou non avec du Mtc ou Atz en aigué. A)
immunomarquage apres 8 jours de culture et une exposition aigué a forte concentration (10 uM). B)
Immunomarquage aprés 8 jours de culture et une exposition aigué a faible concentration (0,5 uM). Comptage

utilisant le logiciel Harmony. Les graphiques sont représentés en moyenne et ET de 12 champs de 4 réplicats

biologiques, a I'objectif X63 air (A) et X10 air (B) de I'Operetta.

2.3. Evaluation des effets des herbicides sur les jonctions cellulaires
2.3.1. Evaluation de I'expression protéique

La barriere intestinale est composée de protéines de jonction. Elles assurent la cohésion
entre les cellules et régulent le passage des molécules au travers des cellules épithéliales. Une
exposition de ces herbicides sur des barrieres constituées en plaque 6 puits sur 14 jours
montre des effets différents selon la protéine de jonction et la concentration de I'herbicide
(Figure 66). Une exposition a une faible concentration (0,5 uM) qu’elle soit aigué ou chronique
n’entraine pas d’effet visible sur les protéines de jonction E-cad et OCLN avec le Western-blot.
A l'inverse, des effets sont visibles lors d’une exposition aigué a une forte concentration
(10 uM) avec la modification de I'expression protéique de I'OCLN et de la CL-1 (carrés rouges)
mais aucun effet n’est visible sur I’'E-cad. L’OCLN est principalement sur-exprimée en présence

des métabolites de I’Atz (DEA et DEDIA) ainsi que du Mtc et de ses deux métabolites (OXA et
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ESA). La CL-1 est sous exprimée en présence de DEDIA. Dans le cas d’une exposition chronique
avec une forte concentration, nous retrouvons a nouveau les mémes résultats que
précédemment, c’est-a-dire un effet de surexpression de I'OCLN par le DEA et un effet de
sous-expression de la CL-1 par DEDIA.
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Figure 66. Expression des protéines de jonction suite a une exposition aigué et chronique aux
herbicides

Western-blot réalisé avec 50 ug de protéines totales extraites d’un échantillon d’une lignée Caco-2. Protéines
de jonction E-cad, CL-1, OCLN et le témoin actine. A) Conditions aigués. Les cellules sont exposées ou non a 0,5
ou 10 uM d’herbicides pendant 24 h, aprés 14 jours de culture. B) Condition chroniques. Les cellules sont

exposées ou non a 0,5 ou 10 uM d’herbicides pendant les 14 jours de culture. Les résultats montrent les

réplicats biologiques (n1, n2) de chaque condition.

196



RESULTATS ET DISCUSSION_ Chapitre 2 : Exposition orale des herbicides et de leurs métabolites

Les expériences visant a évaluer I'expression des protéines de jonction sont a moduler. A
ce stade du projet, nous ne pouvons pas apporter de réponse solide quant a la sur ou sous-
expression de certains polluants sur les cellules Caco-2, notamment dans le cas de la jonction
serrée OCLN. Plusieurs points d’améliorations ont été réfléchis pour comprendre la faible
reproductibilité des résultats dans les conditions aigués 0,5 UM et chroniques. Nous avons
constaté une dégradation progressive de nos échantillons dans le temps. Par exemple, I'OCLN

qui a un poids moléculaire de 65 kDa n’est plus visible par contre nous détectons des bandes

inférieures a 50 kDa.
2.3.2. Evaluation de I'expression génique

L’expression des génes codant pour les protéines de jonction a été analysée par RT-gPCR
a la suite d’une exposition chronique sur 14 jours. Les effets retrouvés sont faibles et varient
selon I'herbicide et la concentration. Lorsque 'on s’intéresse aux molécules méres, nous

constatons qu’elles n’ont d’effet qu’a 1 uM (Figure 67).
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Figure 67. Expression des ARNm codants pour les protéines de jonction suite a une exposition
chronique aux herbicides

RT-qPCR réalisée avec des extraits d’ARN d’une culture de Caco-2 exposée durant 14 jours aux herbicides. Les
résultats sont exprimés en Fold Change par rapport aux cellules non traitées et normalisés par rapport a
I'actine. Les graphiques représentent la moyenne et ET de 3 réplicats biologiques. Les astérisques représentent

les moyennes significativement différentes de la condition témoin cellules sans traitements (p-value < 0.05)

avec un t-test.
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Le Mtc diminue l|‘expression génique de I'E-cad, 'OCLN et de ZO-1. L'Atz diminue
I’expression des genes de I'OCLN et I'E-cad. Le métabolite ESA semble avoir un effet a 1 uM
sur les génes de E-cad, CL-1 et ZO-1 alors que le métabolite OXA diminue I’expression des
génes Z0O-1 et CL-1 a 0,5 uM mais agit également en augmentant I'expression du géne OCLN
a 1 uM. Le métabolite de I'atrazine DEA diminue I'expression des génes codant pour E-cad et
OCLN a 1 uM. Le métabolite DIA montre un effet a 0,5 uM sur les génes codant pour I'E-cad,
I’OCLN et ZO-1. Enfin, le dernier métabolite DEDIA montre une sous-expression du gene de la
CL-1 et de 'OCLN a 1 uM, et de I'OCLN a 0,5 uM. Tous ces résultats pris dans leur ensemble,
d’une part ne montrent pas de tendance d’effet-dose et d’autre part sont a nuancer en raison

de la faible variation du fold change (inférieur a un facteur 2).

Les faibles effets sur la régulation des génes des protéines de jonction ne sont pas
suffisants pour affecter la production des protéines et leur fonctionnement sur la barriére
intestinale d’apreés les résultats de Western-blot. SiI’'on compare particulierement les résultats
de Western-blot et RT-gPCR de I'OCLN pour les cellules exposées au DEA a 10 uM, nous
retrouvons des effets opposés: une diminution de |'expression des genes et une
augmentation de l'expression protéique. Entre la transcription et I'étape de traduction, il
existe un intervalle de temps qui peut étre plus ou moins long selon les genes, ce qui peut

expliquer la différence entre nos résultats (Moore et al. 2018).
2.3.3. Morphologie et distribution des protéines de jonctions

Nous avons ensuite regardé [I'expression des protéines de jonction par
immunofluorescence. Des cellules ont été exposées en condition aigué durant 24 h avec
10 uM d’Atz ou de Mtc. CL-1, OCLN et E-cad sont des protéines transmembranaires qui
possedent une partie extracellulaire et une partie intracytoplasmique. ZO-1 est une protéine
intracytoplasmique qui se lie aux protéines transmembranaires. La perméabilisation de la
membrane cytoplasmigque permet aux anticorps de se fixer sur les parties intracytoplasmiques
des protéines de jonctions. L’émission de la fluorescence a été mesurée a l'aide de I'Operetta

et les images montrées dans Figure 68 sont obtenues avec le logiciel Harmony.

Le premier critére regardé est I'aspect des noyaux colorés au DAPI. Ce marquage montre

un nombre de mitoses plus important pour les cellules ayant été exposées au Mtc (fleches
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rouges). Néanmoins, des investigations plus poussées au niveau du cycle cellulaire pourraient

nous permettre de discriminer les effets du Mtc au niveau des phases de la division cellulaire.

Z0-1 E-cad OCLN Cisd

Figure 68. Immunomarquage des protéines de jonction cellulaire
Immunomarquage réalisé sur une culture Caco-2 de 7 jours exposée en condition aigué durant 24 h aux Mtc et
Atz 10 pM. Grossissement X63. Les noyaux sont marqués au DAPI et les protéines de jonction avec un Ac

primaire anti ZO-1, anti-OCLN, anti-E-cad et anti-CL-1 puis un Ac secondaire couplé a I’Alexa 488.

Le second critére observé est la morphologie cellulaire. Il semble qu’en présence des
herbicides, les bordures cellulaires forment des « zig-zag » visibles avec le marquage de ZO-1
(fleches jaunes) mais leur répartition dans les puits et selon les conditions reste variable. C'est
pourquoi, il est difficile d’attribuer un effet des herbicides au niveau de la morphologie
cellulaire. L'aspect diffus des bordures représentées par les protéines E-cad, OCLN et CL-1 ne

permet pas d’évaluer ce paramétre morphologique.

Le troisieme critére observé est la localisation des protéines de jonctions. ZO-1 est visible
au niveau de la membrane cellulaire de facon trés définie. Sur de nombreux champs, il a été
remarqué des différences d’intensités. En condition normale (Cell), nous observons de

nombreux points lumineux (Fleches vertes) au niveau des intersections entre 3 ou 4 cellules
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et sur la membrane entre 2 cellules. L’exposition au Mtc et Atz 10 UM montre moins de points
lumineux. En complément d’information, nous avons réalisé une analyse de l'intensité de
fluorescence au niveau des membranes cytoplasmiques a I'aide du logiciel Harmony de
I’Operetta. Aucune différence statistique significative n’est ressortie sur l'intensité moyenne
globale pour ZO-1. La localisation des autres protéines de jonction, soumises aux herbicides,
ne semble pas différer de la condition normale. Néanmoins, nous avons remarqué I'apparition
d’une texture « granuleuse » plus prononcée en intracytoplasmique pour la CL-1 avec le Mtc
et I'OCLN avec I’Atz. La probable modification de texture peut étre liée a une réorganisation

du cytosquelette de la cellule pour s’adapter et maintenir la connexion entre les cellules.

Phalloidine Merge
. &)

Figure 69. Immunomarquage du cytosquelette d’actine et de ZO-1
Marquage des noyaux (DAPI), de ZO-1 (Ac-Alexa488) et de I'actine (Phalloidine) sur des cultures de Caco-2 de
14 jours traitées ou non avec 10 uM de Mtc ou Atz en aigué (durée de 24 h). Les images ont été acquises en

confocale a I'objectif X63 de I'Operetta. Les images sont créées avec un maximum projection de 8 stack.
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Nous avons donc regardé le lien entre ZO-1 et le cytosquelette avec un marquage des
filaments d’actine a la phalloidine. En fonction de la hauteur du stack nous apercevons une
structure du cytosquelette différente (Figure 69). Au niveau basal, des points focaux sont
visibles (Fleches blanches) alors qu’au niveau apical, ce sont des stries correspondant aux
fibres d’actines (Fléches violettes). Nous remarquons que ces fibres se superposent a I'actine
en bordure de membrane cytoplasmique. Cela n’est pas étonnant puisque ZO-1 est connue
pour se lier au cytosquelette. Cependant, nous n’avons pas de différence majeure visible en
microscopie confocale entre les cellules traitées et non traitées. Des analyses plus poussées

sont nécessaires pour évaluer les modifications du cytosquelette.
2.3.4. Etude de la perméabilité cellulaire intestinale

Le modele de perméabilité cellulaire que nous avons retenu est |'utilisation d’une
monoculture de Caco-2 sur des inserts Transwell. Ces cellules forment au cours du temps une
barriére semi-perméable polarisée permettant d’étudier les voies de passages des molécules
entre les cellules (paracellulaire) et au travers des cellules (transcellulaire). Pour évaluer les
potentiels effets des herbicides sur ces voies de passage, nous avons en premier lieu vérifié,

par mesure du TEER, que la barriére n’était pas endommagée en présence des herbicides.

A Intégrité de la barriere apres 24 h B Intégrité de la barriére aprés 24 h

d'exposition a 10 uM d'herbicides d'exposition a 0,5 uM d'herbicides
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Figure 70. Intégrité de la barriere intestinale aprés une exposition aigué a faible et forte
concentration en herbicides

Mesure des valeurs du TEER de la barriére intestinale Caco-2 constituée sur 21 jours en présence ou non
d’herbicides a A) forte concentration (10 uM) B) faible concentration (0,5 uM). Un contrdle positif est utilisé

en ajoutant de 'EDTA 5 mM en apical. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats biologiques.
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A l'issue d’une exposition aigué de 24 h a forte concentration (10 uM), aucune altération
de la barriere n’a été observée (Figure 70A). Il n’y a pas non plus d’effet avec une faible
concentration (0,5 uM) en herbicides (Figure 70B). Néanmoins, le contréle positif nous indique
gu’en présence d’'EDTA 5 mM, la barriére est altérée et par conséquent le TEER diminue de

75 % (TEER < 800 ohm.cm?).

Dans la nature, I'exposition aux herbicides est trés souvent chronique. Le renouvellement
cellulaire s’opérant continuellement dans notre intestin nous pousse a nous demander si les
herbicides peuvent interférer dans le processus de formation de la barriere. Une expérience
réalisée, cette fois en exposition chronique avec de faibles concentrations en Mtc et Atz, nous
indique que les herbicides ne jouent aucun role lors de la constitution de la barriere. En effet,

nous n’avons pas de différence entre les conditions traitées et non traitées (Figure 71).

A Evolution de la barriére exposée au Mtc B  Evolution de la barriére exposée a I'Atz
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__ 3000 __ 3000
NE — NE
S 2000 ZSRAN S 2000
£ / £
5 5
< 1000 = 1000
o o
w (NN}
[N} w
= 0 = 0
0 5 10 15 20 25 0 5 10 15 20 25
Temps (jours) Temps (jours)
—@—Cell Mtc 1uM —@— Cell Atz 1uM
Mtc 0.5pM Mtc 0.1uM Atz 0.5uM —@— Atz 0.1uM

Figure 71. Suivi de l'intégrité de la barriere au cours d’une exposition chronique de 21 jours a
une gamme d’herbicides

Suivi des valeurs du TEER lors de la formation de la barriere en présence ou non d’une faible concentration

(0,1-0,5-1 uM) en A) Mtc B) Atz. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats biologiques.

Le transport transcellulaire correspond au passage a travers la membrane plasmique des
cellules épithéliales (diffusion simple, aquaporine, transporteur) et concerne les petites
molécules. Le transport paracellulaire correspond au passage entre les cellules et fait
intervenir les jonctions cellulaires. Le transport des molécules par cette voie est dépendant du

poids moléculaire et de la flexibilité des molécules. Pour évaluer cette voie, nous avons choisi

202



RESULTATS ET DISCUSSION_ Chapitre 2 : Exposition orale des herbicides et de leurs métabolites

deux molécules de poids moléculaires identiques, mais aux propriétés de transport

paracellulaire différentes : la Lucifer Yellow et le FITC-Acide Sulfonique.

La Lucifer Yellow (LY) est une molécule connue pour ne pas traverser la barriére
intestinale ni par passage transcellulaire, ni par passage paracellulaire. La LY (444 Da) est donc
un bon marqueur d’intégrité membranaire. Aprés une exposition de 24 h aux herbicides, la LY
est ajoutée en apical, puis la fluorescence émise par la LY est mesurée dans le compartiment
apical et basolatéral apres 4 h d’incubation. Les résultats nous indiquent que 0,24 + 0,05 % de
la molécule a réussi a traverser, donc l'intégrité de la barriere n’a pas été affectée par les

herbicides a 0,5 uM (Figure 72).

Evaluation du passage de la Lucifer Yellow
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Figure 72. Test de l'intégrité de la barriére épithéliale avec un marqueur paracellulaire
Mesure de la fluorescence émise par la Lucifer Yellow apres 4 h d’incubation sur une monocouche de Caco-2
ayant été exposée a 0,5 uM d’herbicides. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats

biologiques.

L’acide sulfonique couplé au FITC (F-AcS) est une molécule connue pour emprunter le
transport paracellulaire et donc traverser la barriere. Des monocouches de Caco-2 ont été
cultivées sur des inserts Transwell et exposées 24 h aux herbicides avant d’ajouter en apical
le F-AcS. La fluorescence émise par le FITC est mesurée en cinétique dans le compartiment
basolatéral. Une exposition aigué de 24 h a 10 uM nous indique qu’il y a peu de différence
entre les cellules non exposées et celles ayant recu le traitement au Mtc, OXA et ESA (Figure
73A). En effet, le controle EDTA montre qu’en présence d’une barriere altérée, le flux
paracellulaire de F-AcS augmente considérablement. Les résultats concernant I’Atz et ses
métabolites montrent un flux trés proche de celui des cellules non traitées, mais avec une

légére diminution du flux entre 2 h et 6 h pour les métabolites DIA et DEDIA (Figure 73B).
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A Flux de FITC-AcS sur une monocouche Caco-2 B Flux de FITC-AcS sur une monocouche Caco-2
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Figure 73. Evaluation de I'effet des herbicides a 10 uM sur la voie paracellulaire

Mesure de la fluorescence émise par le F-AcS au cours du temps. Le composé est ajouté en apical aprés une
exposition aigué durant 24 h a 10 uM de A) Mtc et ses métabolites B) Atz et ses métabolites. Une condition
témoin avec de 'EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux avec une barriére altérée. Les résultats sont

exprimés en moyenne et ET de 4 réplicats biologiques.

Une exposition aigué durant 24 h a 0,1-0,5 et 1 uM au Mtc ne montre pas de différence
de flux entre les cellules traitées et non traitées sur une cinétique allant de 0 a 72 h (Figure
74A). La cinétique entre 0 et 6 h souligne bien le fait que le Mtc n’induit pas de dommage au
niveau de la voie paracellulaire. La diminution du flux de F-AcS observée avec une exposition
aigué a forte concentration est également retrouvée avec des faibles concentrations en Atz
(Figure 74B). La différence avec les cellules non traitées est plus importante apres 6 h

d’incubation.

Une exposition chronique a 0,1-0,5 et 1 uM au Mtc n’induit pas de différence dans le
passage de F-AcS (Figure 74C). A l'inverse de I'exposition aigué, I'aztrazine ne semble plus
diminuer le flux en condition chronique (Figure 74D). Nous supposons que les cellules en
contact des herbicides Atz et de ses métabolites sur 21 jours mettent en place des mécanismes
permettant un retour a 'homéostasie (I'équilibre des acteurs impliqués dans le passage

paracellulaire).
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Figure 74. Evaluation de I'effet aigué et chronique du Mtc et de I’Atz a faible concentration sur
la voie paracellulaire
Mesure de la fluorescence émise par le F-AcS au cours du temps (0-6 h ou 0-72 h). Le composé est ajouté en
apical aprés une exposition a trois concentrations (1-0,5 et 0,1 uM) d’herbicides en condition aigué (24 h) A) et
B) ou chronique C) et D). Une condition témoin avec de 'EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux avec une

barriere altérée. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 6 réplicats biologiques.
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Un dosage des molécules meres Atz et Mtc a pu étre effectué a I'aide de kits ELISA
spécifiques. 1 uM d’herbicides sont déposés en apical des Transwell et des prélevements en
basolatéral sont effectuées régulierement. D’aprés nos résultats, I’Atz traverse rapidement la
barriere puisque dés 30 min d’incubation nous retrouvons 12 % de la quantité totale déposée
dans le compartiment basolatéral. Des 2 h d’incubation, la moitié des molécules ont traversé
la barriére (Figure 75A). Au cours du temps, I’Atz continue de traverser la barriére jusqu’a

24 h. La vitesse du flux est trés importante entre 0 et 6 h puis ralentie jusqu’a 20 h.

Dans le cas du Mtc, le passage de la barriere intestinale est moins important. En effet,
dans le compartiment basolatéral nous avons un passage qui représente 3 % de la quantité
totale déposée a 30 min (Figure 75B). Le passage de la molécule se poursuit jusqu’a 6 h
d’incubation avec 22 % de Mtc. Puis entre 6 h et 24 h, la quantité de Mtc détectée diminue.
Finalement apreés 24 h d’incubation, nous n’avons plus que 14 % du Mtc en basolatéral. Nous
supposons que le Mtc est capable d’emprunter les deux sens de transport : de |'apical vers le

basolatéral et du basolatéral vers I'apical.
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Figure 75. Passage du Mtc et de I’Atz au travers de la barriére intestinale
Dosage par ELISA des prélevements cinétiques effectués en basolatéral des Transwells de 30 min a 24 h suite a
une exposition de la monocouche de Caco-2 a 1 uM A) d’Atz et B) de Mtc. Les résultats sont exprimés en

moyenne et ET de 4 réplicats biologiques.

2.4. Etude des effets cocktails des herbicides

L’utilisation des herbicides conduit a des accumulations de plusieurs molécules dans
I'environnement. Il a été démontré que I'action de différences molécules regroupées en
cocktail pouvait présenter des effets supérieurs aux molécules étudiées individuelle ment.

Nous avons poursuivi nos recherches en réalisant trois cocktails : un cocktail CM
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regroupant le métolachlore et ses deux métabolites (OXA et ESA); un cocktail CA
regroupant I’Atz et ses trois métabolites (DEA, DIA, DEDIA) ; et un cocktail CT qui mélange

toutes les molécules et leurs métabolites.
2.4.1. Effets des cocktails sur les cellules Caco-2

Les cocktails ne présentent pas d’effet cytotoxique sur les cellules Caco-2. Nous avons
remarqué que le cocktail CT avait un pourcentage de viabilité cellulaire supérieur a 100 %
(Figure 76). Il est possible que des mécanismes soient déployés par la cellule pour limiter

la sensibilité aux cocktails d’herbicides.

A Effet des cocktails d'herbicides sur les cellules Caco-2 (MTT) B Effet des cocktails d'herbicides sur les cellules Caco-2 (MTT)
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Figure 76. Viabilité cellulaire des cellules Caco-2 exposées a des cocktails de 0,5 uM
d’herbicides

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h a 0,5 uM d’herbicides seuls ou en cocktail : A) Mtc, CM et CT B) Atz, CA
et CT. Les graphiques sont représentés en pourcentage de viabilité par rapport aux cellules sans traitement et
a la valeur de DMSO entrainant 100 % de toxicité cellulaire. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 3

réplicats biologiques.

Les résultats de RT-gPCR effectuées sur les génes codant pour les protéines de jonction
montrent des différences d’expression entre les molécules meres et les cocktails (Figure 77).
Par exemple, nous avons une augmentation de I'expression de OCLN a 0,5 uM de CM, CA et
CT. Nous avons également une augmentation de I'expression de OCLN avec 1 uM de CM et
CT. Les effets sont moins importants sur le géne codant pour E-cad ; seul le cocktail CM a 1
UM entraine une augmentation de son expression. Des tendances a la sous-expression de |'E-
cad sont observées avec CM 0,5 uM et CA 1 uM. Des effets de surexpression sont visibles sur
les génes de ZO-1 a 1 uM avec les 3 cocktails bien que les écarts-types soient importants pour
CT 1uM. Enfin, il est difficile de déterminer les effets des cocktails sur I’expression génique de

CL-1 au vu des écarts-types importants.
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Figure 77. Effet des cocktails sur I'expression des génes codant pour les protéines de jonction
RT-qPCR réalisée avec des extraits d’ARN d’une culture de Caco-2 exposée durant 14 jours aux herbicides seuls
ou en cocktails a 0,5 et 1 M. Les résultats sont exprimés en Fold Change par rapport aux cellules non traitées

et normalisés par rapport a I'actine. Les graphiques représentent la moyenne et ET de 2 réplicats biologiques.

Dans la littérature, en raison des limites des variations de la technique, il est souvent
considéré qu'un Fold change est significatif lorsqu'il y a un changement d'au moins deux fois,
c’est a dire de plus de 2 ou moins de 0,5. D’aprés nos résultats, nous pouvons donc penser
gue les herbicides étudiés n"ont pas ou ont peu d’effet sur les expressions des protéines de
jonction concernées (201, E-cad, OCLN et CL1). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure qu’ils

aient un effet sur d’autres protéines de la cellule.

— 1 uM
= 0,5 pM
— 0,1 uM
— OpM

ol Index

00 200 00 60,0 0 1000 1200 1400 1600 60 0 90 8.0 4 00 1200 A0 1840
Tise (hrs Tise (hrs)

Figure 78. Effet des faibles concentrations en cocktails d’herbicides sur la prolifération
cellulaire des Caco-2

Une gamme de 0-0,1-0,5 et 1 uM d’herbicides en cocktails sont déposés sur les cellules Caco-2. Les graphiques

XCELLigence sont réalisés en moyenne et ET de 2 réplicats.
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Les résultats de prolifération et d’adhésion cellulaire faites sur xCELLigence indiquent un
décalage de la phase exponentielle par rapport aux cellules non traitées. Comme pour I'étude
individuelle des herbicides, il existe des effets dose-dépendants avec les cocktails mais qui ne
suivent pas une variation continue avec la dose. Les 3 concentrations 0,1-0,5 et 1 uM sont tres
proches et donnent des TEsp (~50 h) similaires pour les cocktails CA et CM et un TEsp entre 35

et 40 h pour CT (Figure 78).
2.4.2. Effets des cocktails sur la perméabilité membranaire

Nous avons aussi évalué |'effet des cocktails sur la barriere intestinale. La mesure du TEER
avant et aprés une exposition aigué (24 h) n’a pas montré d’altération de la barriére. Les
valeurs de TEER relevées durant les 21 jours de constitution de la barriére épithéliale Caco-2
sous exposition chronique est une preuve supplémentaire montrant que les herbicides, méme

formulés en cocktail, n"endommagent pas la barriere (Figure 79).

Evolution de la barriere exposée a des cocktails d'herbicides
(condition chronique)
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Figure 79. Intégrité de la barriére aprés une exposition chronique aux cocktails d’herbicides
Les monocouches différenciées de Caco-2 sont exposées en condition chronique avec des cocktails d’herbicides
a 0,5 uM. Mesure du TEER pendant les 21 jours de formation de la barriere. Les résultats sont exprimés en

moyenne et ET de 2 réplicats biologiques.

Comme pour les herbicides et leur métabolites, I'intégrité de la barriére a été évaluée
avec deux marqueurs de la voie paracellulaire la LY et le F-AcS. L’ajout des molécules s’est fait
dans le compartiment apical aprés une exposition aigué de 24 h aux cocktails sur une

monocouche de Caco-2. Premiérement, les résultats démontrent que la barriere est intégre
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car elle n’a pas laissé passer la LY. En effet, moins de 1 % de la LY est retrouvé dans le

compartiment basolatéral (Figure 80).
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Figure 80. Impact des cocktails d’herbicides sur le passage de LY par la voie paracellulaire

Mesure de la fluorescence émise par la Lucifer Yellow apres 4 h d’incubation sur une monocouche de Caco-2
ayant été exposée a 0,5 uM d’herbicides. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats

biologiques.

Deuxiemement, le second marqueur de la voie paracellulaire indique le flux de F-AcS qui
traverse la barriére au cours du temps. Les parameétres types d’exposition, concentration et
formulation ont été étudiés. Le suivi du flux pour les cellules ayant été exposées au CM montre
que le flux est diminué en condition aigué alors qu’il y a moins de différence avec les cellules
traitées en condition chronique (Figures 81B et 81C). Il est intéressant de comparer les flux
entre les cocktails et les molécules meres car il y a des différences. Il est surprenant d’avoir
une diminution du flux avec CM alors que nous avons vu que le Mtc, OXA et ESA n’avaient pas

d’effets ou une légere augmentation du flux individuellement (Figure 81A).

Les deux autres cocktails CA et CT ont un flux diminué dans toutes les conditions. Les
différences entre molécules seules et le cocktail sont moins marquées avec Atz et CA puisque
I’Atz n’a soit pas d’effet soit elle entraine une diminution du flux. Donc CA suit la méme
tendance que la molécule meére lorsque le flux est diminué. En regardant la cinétique des flux
dans les temps courts (0-6 h) et les temps long (6 h-72 h) aprés une exposition aigué de 24 h,
nous confirmons que la diminution constatée est constante pour les cocktails a la fois a 10 uM

et 0,5 uM.
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Figure 81. Impact des cocktails d’herbicides sur le passage de F-AcS par la voie paracellulaire

Mesure de la fluorescence émise par le F-AcS au cours du temps (0-6 h ou 0-72 h). Le composé est ajouté en
apical apres une exposition aigué de 24 h a A) 10 uM B) 0,5 uM de cocktails d’herbicides ou en condition
chronique C) 0,5 puM de cocktails. Une condition témoin avec de 'EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux

avec une barriére altérée. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 a 3 réplicats biologiques.
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Un calcul des pentes a été réalisé pour comparer la vitesse des flux entre les conditions

(Tableau 11). Le cocktail CT se distingue des deux autres par une pente plus faible. La valeur

de la pente exprime le débit avec lequel traverse le F-AcS (une quantité en fonction du temps),

c’est-a-dire que F-AcS en présence du cocktail CT traverse moins vite la barriere entre 0 et 6 h

gu’il ne le fait lorsqu’il est en présence des cocktails CM et CA. Les coefficients de

détermination linéaire (R?) ont également été indiqués pour montrer la qualité de prédiction

des flux.

Tableau 11. Comparaison des flux de F-AcS en fonction des conditions de traitement des

cellules Caco-2.

Cell
CM
CA
CcT

Exposition aigué Chronique
10uM 0,5uM 0,5uM
pente R? pente R? pente R?
503,7 £ 35,88 0,9426 417,3+40,48 0,8985 234,6 £ 20,16 0,9186
341,7 £ 20,74 0,9577  280,4 +39,15 0,8104 305,2 + 29,61 0,8985
355,3 +33,58 0,9032  284,7 +20,25 0,9428 214,6 + 19,06 0,9135
274,5 + 15,56 0,9842  269,9 + 19,98 0,9383 200,7 + 8,006 0,9813

2.4.3. Effets des cocktails sur 'ensemble du génome

La méthode de séquencage des ARN du génome entier permet de regarder I'effet de

molécules sur I'expression des ARNm. Trois séries d’échantillons cellulaires ont été réalisées.

Les cellules ont été exposées a 0,5 uM d’herbicides seuls ou en cocktails tout au long des 14

jours de culture. L'analyse en composantes principales détermine la variabilité entre les séries.

La Figure 82, nous indique que les séries 1 et 2 sont proches tandis que la série 3 présente une

variance élevée par rapport aux deux autres.
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Figure 82. Analyse en composantes principales des séries biologiques
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Lorsque I'on compare I'expression des génes entre notre condition témoin (cellules sans
traitement) et les herbicides, nous constatons que les molécules meres Mtc et Atz et leurs
métabolites n'ont pas d’effet significatif en comparaison du groupe contréle. Par contre, il
apparait que les herbicides formulés en cocktails impliquent une régulation différente des
génes. La Figure 83A indique le nombre de génes sur et sous exprimé (avec la p-value ajustée),
pour les cellules ayant regu des cocktails en exposition chronique, par rapport aux cellules

sans traitement.

En effet, les trois cocktails CM, CA et CT ont de plus fortes différences d’expression des
génes. Les volcano-plot traduisent la différence d’expression des génes entre la condition
cocktail et la condition témoin (Figure 83B). En appliquant une p-value plus stricte, nous avons
découvert que deux génes sont fortement sur-exprimés dans chaque condition cocktail (EGR1
et DUSP1) (Figure 83C). La protéine codée par le géne DUSP1 (dual specificity phosphatase 1)
est une phosphatase a double spécificité pour la tyrosine et la thréonine. La protéine codée
peut déphosphoryler la MAP kinase MAPK1/ERK2, ce qui entraine son implication dans
plusieurs processus cellulaires. La protéine codée par le géne EGR1 (early growth response 1)
appartient a la famille EGR des protéines a doigts de zinc. C'est une protéine nucléaire qui

fonctionne comme un régulateur transcriptionnel.

D’autres génes sont plus spécifiquement impactés selon le type de cocktail. Par exemple
CM est responsable : d’une diminution de I'expression de CLIC2, un gene impliqué dans la
formation des protéines de canal intracellulaire de chlorure ; d’'une augmentation du gene
PLK2, un membre de la famille polo des protéines kinases sérine/thréonine qui jouent un réle
dans la division cellulaire normale; d’'une augmentation de MUC4, une glycoprotéine
composant le mucus qui recouvre les cellules épithéliales. Pour CA, nous pouvons relever une
augmentation des genes suivants : MUC16 qui code pour une protéine de la famille des
mucines et ZACN un gene impliqué dans la formation des canaux ioniques ligand-dépendants
et activés par le zinc. Pour CT, nous remarquons la surexpression du pseudogene INGX de la
famille des inhibiteurs de croissance et du géne VIPR2 codant pour les récepteurs de peptides
vasoactifs intestinaux (Figure 84). Les données de séquencage présentées ici sont des analyses
primaires qu’il convient d’exploiter davantage. Des analyses différentielles plus poussées sont
en cours avec notamment des analyses d’enrichissements qui utilisent des jeux de génes

regroupés par leur implication dans la méme voie biologique.
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Figure 83. Analyse différentielle des génes par RNAseq
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A) Graphique représentant le nombre de génes différemment exprimés entre toutes les conditions testées. Le

nombre de génes a été déterminé en prenant la p-value ajustée. B) Volcano-plot représentant la quantité de

genes sous-exprimés (en rouge) et sur-exprimés (en vert) des cocktails CM, CA et CT par rapport aux cellules

sans traitement. C) Volcano-plot avec une p-value ajustée révélant les génes les plus impactés.
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Figure 84. Heatmap des principaux genes différentiellement exprimés entre les cellules non
traitées et les cocktails

La carte thermique montre le nombre de marqueurs normalisés pour les 40 premiers genes différentiels.
Chaque ligne correspond a un géne et chaque colonne a un échantillon. L’échelle de couleur indique les
similarités entre les cellules non traitées et les cocktails exprimant faiblement (dégradé de bleu) et fortement

(dégradé de rouge) les genes.
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3. Discussion

Cette seconde partie de mon projet de thése s’est intéressée aux effets de molécules
chimiques aux propriétés phytosanitaires (herbicides) retrouvées dans I'eau de boisson
destinée a la consommation humaine et qui, par conséquent circulent, dans le tractus gastro-
intestinal. Cette étude a tout d’abord nécessité la mise en place d’'un modele cellulaire in vitro
et l'utilisation de technologies nouvelles (Operetta, xCELLigence) pour évaluer de nombreux
parametres biologiques. Dans cette partie, nous allons discuter des différents parametres
étudiés et confronter nos résultats entre eux. Nous aborderons également les limites

rencontrées au cours du projet.

Le modeéle cellulaire in vitro que nous avons sélectionné pour étudier les interactions
entre la barriere intestinale et les molécules a tester tente de concilier la polarisation cellulaire
et I'expression des protéines de jonction (qui sont a I'origine de la perméabilité de la barriere
intestinale). La différence de croissance cellulaire observée entre la lignée HT-29 et Caco-2
dans nos conditions expérimentales était d’environ 24h. Les cellules HT-29 se divisent plus
rapidement que les cellules Caco-2 mais mettent plus de temps pour atteindre 100 % de
confluence en raison du petit diamétre des cellules. Cette différence entre les deux lignées est
également rapportée par Van Eyk (Van Eyk 2015). Le suivi de la résistance de I'épithélium
intestinal en fonction du temps de culture des cellules nous a indiqué que les cellules HT-29
avaient un TEER trés faible en comparaison de Caco-2. Nous confirmons les observations de
Gagnon et al. qui ont montré une faible augmentation du TEER du jour 0 au jour 21 pour HT-
29 (Gagnon et al. 2013). Les valeurs du TEER pour les modeles de coculture varient selon les
souches utilisées, néanmoins les études s’accordent a dire que la valeur TEER est inférieure a
une monocouche Caco-2 (Lv et al. 2019). La présence des HT-29 dans la coculture augmente
le nombre d’espaces intercellulaires, par la modulation des jonctions cellulaires, et réduit la
valeur du TEER (Rocha, Vélez, et Devesa 2012). Le choix du modeéle pour la suite des
expériences s’est porté sur la monoculture de Caco-2, modele simple de la barriére intestinale

fréquemment utilisé dans la littérature.

Nous avons travaillé avec des cellules Caco-2 entre le passage 51 et 60 pour I'ensemble

des expériences provenant d’'un méme lot de cellules, afin d’éviter toutes dérives et d’avoir
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une meilleure reproductibilité (Briske-Anderson, Finley, et Newman 1997). L'age des cellules
peut impacter le niveau de métabolisme et donc réduire les effets observables des herbicides.
Grace a des études de cytotoxicité, effectuées a la fois par la méthode de MTT et d’ATP, nous
avons pu mettre en évidence que, dans nos conditions, les herbicides utilisés seuls ou en
cocktails, ne semblent pas modifier la viabilité et le métabolisme des cellules Caco-2. Il
semblerait que la toxicité serait moins importante a 50 uM qu’a 10 uM. Les seuils
toxicologiques sont de différentes natures, certaines molécules ont une relation effet-dose
tandis que d’autres ont une fenétre d’action plus restreinte et donnent des courbes dites non
monotones en « U » ou « N ». Dans I'étude de Doherty, les Caco-2 ont présenté un profil de

toxicité non monotone lors d’une exposition au cuivre (O’Doherty et al. 2019).

L'absence de protocoles normalisés pour déterminer les effets de polluants sur la santé
humaine nous a conduits a utiliser une technologie nouvelle pour nos applications in vitro. La
technologie xCELLigence mesure le flux d’électrons transmis entre des micro-électrodes
positionnées dans les puits de la plaque de culture. Les cellules adhérentes vont perturber le
flux et la résistance au courant (impédance) sera exprimée graphiquement par un indice
cellulaire (IC). La magnitude de I'lIC va dépendre du nombre de cellules, de leur morphologie,
de leur taille et de la force d’attachement des cellules au substrat recouvrant la plaque
(Hamidi, Lilja, et Ivaska 2017) . Avec le suivi de ces paramétres, il est possible d’évaluer les
effets sur la prolifération cellulaire et la toxicité des molécules (Y. Chen et al. 2009 ; Cetin et
Topcul 2019). Cet outil permet d’utiliser moins de cellules et de milieu de culture qu’une
méthode conventionnelle dans des puits de culture. Une optimisation des conditions
d’ensemencement nous a permis de déterminer que 1,5 x 10* cellules/cm? étaient la condition
optimale pour ne pas avoir une croissance trop lente qui entrainerait une dérive des cellules
ou une croissance trop rapide qui ne permettrait pas d’observer les effets des molécules. Chiu
a montré dans son étude sur les ténocytes que lorsque 4 x 10* ténocytes/cm? sont utilisés, la
pente de prolifération n'était pas aussi inclinée que celle observée lors de I'ensemencement
a2 x 10* cellules/cm? (Chiu et al. 2017). Nos expérimentations xCELLigence montrent un léger
décalage de la vitesse de prolifération des cellules Caco-2 en présence de la plupart des
herbicides, en particulier aux plus faibles concentrations. Ces résultats semblent indiquer que
ces molécules peuvent induire une légére modification de la morphologie et/ou de la force

d’adhésion des cellules par un mécanisme encore indéterminé. En nous basant sur la
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littérature, nous avons utilisé un milieu de culture enrichi en glucose (4,5 g/L) et avec 10 % de
sérum. Le sérum de veau feetal est un complément qui facilite la prolifération, le métabolisme
et la différenciation cellulaire. Il aurait été intéressant de nous placer dans des conditions
moins favorables a la prolifération cellulaire. Effectivement, diminuer la quantité de glucose
(1 g/L) et le pourcentage en sérum pourrait éventuellement augmenter les contrastes et
pourrait peut-étre mieux différencier les effets de la concentration en herbicides sur la

prolifération cellulaire (Wosu, Parisella, et Kalant 1983).

L'expression des protéines de jonction est un parametre essentiel a évaluer en
pharmacologie, c’est pourquoi nous avons regardé 'effet des herbicides sur I'expression de
ces protéines par Western-blot. Peu d’effet ont été observés a 0,5 M mais une tendance a la
surexpression de I'OCLN par le DEA et un effet de sous-expression de la CL-1 par DEDIA ont pu
étre observés a 10 uM. Les expressions des génes codants pour les protéines de jonction ont
également été étudiées par RT-qPCR. Nos résultats montrent principalement des différences
d’expression entre les molécules meéres et les cocktails. En attendant de comprendre la faible
reproductibilité des résultats et leur différence avec les résultats de qPCR, ces résultats restent
provisoires. L'exemple de I'OCLN est le plus parlant puisque nous remarquons une
augmentation de I'expression protéique mais une diminution de I'expression génique. Entre
I’étape de transcription et I'étape de traduction, il existe un intervalle de temps qui peut étre
plus ou moins long selon les génes. Des cinétiques ont montré que la traduction commencait
au moment ou le niveau de transcription diminuait, ce qui peut expliquer la différence entre
nos résultats (Moore et al. 2018). Des publications montrent également qu’il y a une
augmentation de I'expression des protéines des canaux de transport intercellulaires lors de la
différenciation par rapport aux Caco-2 non différenciées (Ahlin et al. 2009). Le terme de
différenciation désigne ici la capacité des cellules Caco-2 (a 100 % de confluence) a former une
barriere cohésive. Mises a part les études de perméabilité cellulaire réalisées sur des
Transwell, I'ensemble des expériences ont été faites sur des monocouches de 14 jours non

polarisées mais différenciées.

L'organisation et la localisation des protéines de jonction sont des indicateurs de la santé
de la barriere. Les jonctions serrées sont connues pour avoir un roéle crucial dans
I'établissement de la polarité cellulaire et la régulation de la perméabilité paracellulaire dans

les épithéliums. Nous avons couplé la mesure du TEER a I'utilisation des marqueurs de la voie
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paracellulaire pour évaluer indirectement I'effet des herbicides sur les protéines de jonction.
La perméabilité cellulaire conférée en partie par les protéines de jonction a été réalisée a I'aide
de la technologie Transwell. Aucune modification du TEER, a faible et forte concentration, n’a
été constatée en présence des herbicides seuls ou en cocktails. De méme, le marqueur
paracellulaire LY n’a pas traversé les monocouches pour les herbicides seuls et en cocktail. Le
deuxieme marqueur de la voie paracellulaire nous a montré des résultats intéressants
puisqu’une légere diminution du flux de F-AcS a été remarquée pour les métabolites DIA,
DEDIA et les trois cocktails entre 2 h et 6 h d’exposition. Une diminution du flux paracellulaire
peut étre associée a une augmentation de I'expression des claudines. Lors de nos travaux,
nous avons en effet observé que certains cocktails ont tendance a légérement augmenter
I’expression des ARNm de I'OCLN et de la CL-1 alors que les effets sont moins marqués avec
un herbicide pris seul. Van Itallie rapporte que la diminution de la conductance paracellulaire
résultait d’une diminution sélective de la perméabilité Na*. Or les principaux transporteurs du
Na* sont des claudines. Il précise également dans son étude que la sur-expression de CL-4
diminue le passage paracellulaire mais ne modifie pas les jonctions serrées ZO-1 ou OCLN (C.
Van ltallie, Rahner, et Anderson 2001). L'utilisation que nous avons faite de I'EDTA comme
témoin positif dans nos expériences est représentative d’une altération de la barriére. En
effet, tous les résultats que nous avons obtenus en présence d’'EDTA montrent une diminution
du TEER et une augmentation du flux F-AcS. Yu et al. décrivent que I'EDTA augmente
I'ouverture des canaux paracellulaires sans détruire les protéines qui composent le canal (Q.

Yu et al. 2013).

Au vu des différences de flux paracellulaires observées avec certains métabolites et les
cocktails, nous avons souhaité déterminer la capacité d’absorption de I’Atz et du Mtc par les
cellules Caco-2. Nous avons constaté que les kits ELISA employés pour réaliser les dosages
avaient des sensibilités différentes aux herbicides. Le kit de I’Atz est bien plus reproductible
et sensible puisqu’il nécessite deux fois moins d’échantillon et possede un signal de détection
plus intense. Notre étude a montré que I'Atz et le Mtc traversaient la monocouche
différenciée et polarisée Caco-2. Néanmoins, nous nous interrogeons sur les résultats du Mtc
apres 6 h d’incubation puisque le passage n’est pas total. Il serait intéressant de comprendre
par quel mécanisme le Mtc traverse pour déterminer si une accumulation intracytoplasmique

est possible. Le sens de circulation (apical vers basolatéral et basolatéral vers apical) est une
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guestion qui demeure puisque nous avons une diminution de la quantité de Mtc en

basolatéral entre 6 h et 10 h.

Le passage des herbicides associé a la modification du flux paracellulaire nous a poussés
a évaluer la morphologie cellulaire et la localisation des protéines de jonction par
immunofluorescence. Nous avons eu l'opportunité de travailler avec un appareil de
microscopie confocale automatisé nommé Operetta CLS. Nos images de microscopies,
révelent une fluorescence dispersée et inégale autour de la membrane pour OCLN, CL-1 et E-
cad, ce qui donne aux jonctions un aspect perlé (Q. Yu et al. 2013). Ces trois protéines se
retrouvent également dans le cytoplasme des cellules alors qu’elles sont transmembranaires.
Dans le cas de ZO-1 qui est intracytoplasmique, la protéine peut aussi se retrouver dans le
noyau en plus d’étre associée a la membrane plasmique (Gottardi et al. 1996). La présence
des protéines OCLN, CL-1 et E-cad en intracytoplasmique a été décrite apres incubation des
cellules Caco-2 avec le SDS, 'EDTA ou encore le sodium cholate (Q. Yu et al. 2013). Il a méme
été révélé que la localisation subcellulaire de la CL-1 dans le cytoplasme est associée a la
progression tumorale dans le cancer du colon (Cherradi et al. 2017). Cependant, dans notre
cas, nous retrouvons cet aspect dans notre condition témoin correspondant aux cellules sans
traitement. Une deuxieme limite expérimentale est I'absence de témoin positif. Le DMSO que
nous avons utilisé endommage la structure cellulaire, ce qui ne permet pas d’évaluer
I'organisation des jonctions intercellulaires. Aussi, il est difficile d’identifier des différences de
localisation dans notre étude. De plus, 'immunomarquage en plaque ne permet pas
d’apprécier la distribution sur toute la hauteur de la barriere. Saeedi et al. indiquent que la
hauteur des cellules Caco-2 a été modifiée a la suite d’un changement de structure des
jonctions serrées (Saeedi et al. 2015). Il serait préférable de marquer directement les
monocouches constituées en Transwell puis de réaliser des inclusions en paraffine pour
faciliter les coupes transversales. Par cette technique, il a été possible d’identifier I'association
de la CL-1 a la fois avec les jonctions serrées en bordure latérale mais également en position

apicale (Nunbhakdi-Craig et al. 2002).

Dans des conditions normales, sans traitement, les filaments d’actine sont sous forme de
stries et facilitent I'ancrage des complexes OCLN-ZO-1. La coloration de I'actine a la phalloidine
est visible sous forme d’une couche paralléle a la surface apicale. La coloration est plus intense

au niveau des jonctions serrées et s’étend vers le noyau ensuite de fagon plus diffuse. Cette
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organisation qui laisse des zones intracytoplasmiques sans coloration a aussi était retrouvée
par Moyes et al. (Moyes, Morris, et Carr 2010). lls expliquent que des fibres d’actine sont
perpendiculaires a la surface apicale, ce qui peut expliquer les points que I’on a sur nos images.
La forme des noyaux irréguliére, en présence des polluants, a été documentée. Les cellules
Caco-2 sont grandes et pléomorphes, c’est-a-dire qu’elles sont capables de changer de forme
sous certaines influences. Cela entraine des jonctions irréguliéres, en dents de scie ou « zig-
zag ». Avec une autre lignée épithéliale T84, les ondulations de la membrane, visibles avec un
marquage de ZO-1, ont été retrouvées a la suite d’un stress (Saeedi et al. 2015). Moyes a pu
compter qu’une cellule pléomorphe peut avoir 9 a 29 cellules environnantes. Ces cellules
peuvent également ne pas présenter de noyaux. Comme pour nous, dans la majorité des cas,
il n’est pas possible de distinguer une couche d'actine apicale ou latérale de celle trouvée en
périnucléaire car la coloration de I'actine était présente dans tout le cytoplasme. La méthode
d’analyse utilisée avec le logiciel Harmony de I'Operetta ne nous a pas permis de statuer sur
les effets des herbicides sur les jonctions protéiques. Il est possible que la détection des
changements au niveau des jonctions serrées ne soit pas possible alors que des particules dans
les espaces intercellulaires sont visibles (Madara et Pappenheimer 1987). Enfin, les protéines
associées aux jonctions serrées comme Pals ou Marvel mériteraient également d’étre

étudiées car elles sont liées au cytosquelette de la cellule.

Notre projet s’est intéressé a quatre protéines de jonction mais il en existe de nombreuses
autres qui peuvent étre impactées par les herbicides. Notre étude posséde aussi des limites
techniques qui ne permettent pas toujours d’apporter une réponse satisfaisante a nos
problématiques. Premierement, bien que ce modeéle in vitro soit adapté et reconnu par les
autorités européenne (EMA) et américaine (FDA) pour les études de perméabilité, il n’est pas
la véritable représentation des conditions in vivo. Par exemple, les cellules Caco-2 ont des
valeurs de TEER beaucoup plus élevées qu’un segment d’intestin (Artursson, Ungell, et Lofroth
1993). De plus, la lignée Caco-2 ne posséde pas de p53 fonctionnelle en raison d’un codon
stop, ce qui pourrait limiter la sensibilité aux herbicides via une baisse de la capacité
apoptotique des cellules (Djelloul et al. 1997). Enfin, il a été montré que les lignées
cancéreuses sur-expriment un certain nombre de protéines d’efflux les rendant multi
résistantes aux xénobiotiques (Sharom et al. 1999). Comparée a d’autres types cellulaires, la

lignée Caco-2 apparait moins sensible aux xénobiotiques (Naruhashi et al. 2011). Il pourrait
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étre intéressant de reproduire cette étude avec une autre lignée épithéliale comme T84 par

exemple.

Enfin, nous avons mené des études transcriptomiques. Ces travaux montrent une
modulation de divers génes suite a une exposition aux cocktails CM, CA et CT, ce qui indique
un effet possible synergique des herbicides (Rainey et al. 2017). De plus, I'absence de
différence significative entre les herbicides et les métabolites vis-a-vis des cellules non traitées
vont dans le méme sens que nos précédentes observations. Nous envisageons toutefois de
réaliser une correction de I'effet batch au vu de la variabilité qui est présente entre nos trois
séries d’échantillons. Parmi les génes fortement sur-exprimés, nous retrouvons des génes
impliqués dans la voie de communication cellulaire (CLIC2, ZACN) et la voie de signalisation

des kinases (EGR1, DUSP1, MUC4, MUC16).

EGR1 favorise la prolifération, la différenciation et la transformation des cellules mais il
peut également jouer un réle dans l'apoptose (Vivacqua et al. 2012). Il est possible que les
cocktails puissent entrainer un stress pour les cellules conduisant a la régulation a la hausse
du géne EGR1. Ce n’est pas la premiére fois que des xénobiotiques ont induit cette
surexpression. Une étude sur les particules des cigarettes montre I'activation de la NADH
oxydase entrainant la production de ROS qui a conduit a I'activation des MAP Kinases et la
régulation a la hausse d'EGR1 (Mo et al. 2012). Revest et al. expriment clairement que les
voies MAPK et EGR1 sont liées au stress cellulaire (Revest et al. 2005). Moon et al. expliquent
que la régulation a la hausse du géne EGR1 via les signaux ERK1/2 atténue la cytotoxicité
médiée par le sulfure de sulindac dans les cellules épithéliales intestinales humaines (Moon,
Yang, et Kim 2007). Ce gene peut étre une preuve de plus dans notre tentative d’expliquer la
non sensibilité des Caco-2 pour I'Atz et le Mtc. Un autre gene impliqué dans la voie des MAPK
est DUSP1. Ce dernier est impliqué dans plusieurs processus cellulaires dont I'inhibition des
MAPK activées par des agents mitogenes. De plus, p53 est un régulateur transcriptionnel de

DUSP1 dans les réponses au stress (Y.-X. Liu et al. 2008).

CLIC2 est un géne impliqué dans la formation des protéines des canaux chlorure. Ueno et
al. ont émis I’"hypothése d’un lien étroit entre CLIC2 et I'entretien des jonctions serrées ZO-1
et CL-1 en raison d’'une diminution de son expression dans les cancers colorectaux (Ueno et
al. 2019). Ces résultats sont cohérents avec les notres puisque Caco-2 est une lignée
cancéreuse colorectale et nous retrouvons une sous expression de ce gene.
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Les MUC4 ou MUC16 sont les génes codant pour les mucines, des protéines constitutives
du mucus au niveau de la barriere intestinale. MUC4 est un nouvel antigene tumoral dans
I'immunothérapie du cancer du pancréas (Gautam et al. 2020). Il a montré son role dans la

voie de signalisation de la résistance aux médicaments (Skrypek et al. 2013).

Bien que nous n’ayons pas montré d’effet statistiquement significatif de I’Atz et du Mtc
sur la barriére intestinale, nos études transcriptomiques nous montrent qu’un stress cellulaire
est présent. Cela nous conforte dans I’hypothése que nous avions émise : les cocktails
d’herbicides ont un impact sur I'intégrité des cellules épithéliales humaines. La légitimité de
nos études est renforcée et, la mise en place des outils pour identifier et comprendre les

potentiels effets de xénobiotiques, pourra donc servir de base a de futurs projets.

Un moyen d’étude qui permettrait de révéler I'effet des herbicides sur la barriere
intestinale serait de mettre en place un modeéle de barriére intestinale « pathologique ». Des
études ont montré que des effets cytotoxiques de molécules avaient été détectés dans le cas
d’un modele Caco-2 inflammatoire alors que ces mémes molécules étaient restées sans effet
sur lamonocouche contréle non inflammeée (Busch, Kimpfer, et Schins 2021). Peut-étre serait-
il possible que les herbicides deviennent déléteres lorsque I’lhoméostasie de la barriere
intestinale est perturbée. Dans ce contexte, une monocouche de Caco-2, cultivée sur
Transwell, pourrait étre soumise a un stress inflammatoire ou oxydatif simultanément a

I'incubation des herbicides (Susewind et al. 2016).
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La voie orale est la voie d’administration des médicaments la plus confortable pour le
patient mais c’est aussi la voie la moins favorable au passage des agents thérapeutiques dans
la circulation systémique (Cf. bibliographie Chap 1_1.). Le pouvoir thérapeutique des
molécules dans cette voie est limité par leurs caractéristiques physicochimiques. Les peptides
et protéines thérapeutiques sont rapidement dégradés dans I’environnement acide de
I’estomac ainsi que sous I'action des nombreuses enzymes présentes tout au long du tractus
digestif (pepsine, pancréatine). D’autres agents sont peu perméables vis-a-vis des membranes
biologiques et donc seront moins bien absorbés au niveau de la muqueuse intestinale (Cf.

bibliographie Chap 1_2.1).

Lors de ce projet de thése, nous avons investigué le comportement d’un agent a visée
thérapeutique et diagnostique sur la barriere intestinale. La voie digestive possede des
mécanismes de défense pour lutter contre les xénobiotiques (Cf. bibliographie Chap 1_1.3).
Dans le cadre de I'ingestion d’un médicament, ces mécanismes de protection peuvent étre un
frein a I'administration orale de I'agent thérapeutique. Dans cette premiére partie du projet
de thése, nous avons déterminé les conséquences d’un passage de I'agent affitine dans le
tractus digestif et nous avons modifié cette affitine pour lui permettre de rejoindre sa cible en

limitant sa dégradation.

Les affitines sont des petites protéines artificielles d’affinité de 7 kDa. Elles combinent de
nombreuses propriétés favorables, inaccessibles aux anticorps (Cf. bibliographie Chap 2_1.2).
Particulierement stables thermiquement et chimiquement, elles sont robustes et bien
exprimées de facon recombinante. Il a déja été montré qu’elles sont non immunogeénes et
gu’elles ont une biodistribution ainsi qu’une clairance rapide, adaptées a une utilisation in
vivo. Or nous avons montré, a I'aide de milieux synthétiques (Cf. bibliographie Chap 3_1.1),
gue les affitines pourront difficilement étre administrées par voie orale, considérant leur faible

résistance aux protéases gastriques et intestinales.

Cependant, grace a l'utilisation d’outils d’ingénierie protéique (Cf. bibliographie Chap
3_2.2), nous avons mis en évidence qu’une double mutation des résidus 6 et 7 des affitines en
résidus Trp et lle respectivement leur permet d’acquérir : une meilleure affinité avec leur
cible, une résistance aux protéases au niveau du site modifié ainsi qu’un meilleur rendement
de production. Les mutations introduites ont amélioré les fonctions de I'affitine tout en
conservant leurs stabilités thermiques et face au pH qui les caractérisent. Les améliorations
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gue nous avons réussi a obtenir sont particulierement recherchées dans le développement
d’agents de ciblage en diagnostic et thérapie. Néanmoins, I'optimisation n’a pas été totale et

deux autres sites sont toujours soumis a I'action des protéases.

Pour poursuivre le projet d’administrer les affitines par voie orale, différentes alternatives
dans les méthodes d’administration existent (Cf. bibliographie Chap 3_2.1). Une solution
satisfaisante serait d’encapsuler les affitines dans un vecteur particulaire lipidique ou
polymérique (Damgé et al. 1988 ; Lollo et al. 2017). Cette solution assure la protection de
I’affitine face aux protéases, la capsule augmente la cinétique de dissolution et peut améliorer
I'absorption au travers de la muqueuse intestinale. Ces capsules nécessitent d’étre
constituées de matériaux biologiguement compatibles n’entrainant aucune réaction toxique,
immunogéne ou inflammatoire. Une autre solution est apportée par Wawrezinieck, la
dégradation dans les fluides digestifs peut étre limitée par I'administration simultanée
d’inhibiteurs qui diminuent I'activité enzymatique du tractus gastro-intestinal (Wawrezinieck

et al. 2008).

Les questions autour des facteurs environnementaux et de leur lien de causalité sur les
pathologies chroniques de I'intestin sont un enjeu de santé publique (Cf. bibliographie Chap
2_2.). Malgré les efforts de recherche mis en ceuvre depuis une dizaine d’années, I'évaluation
des risques liés aux facteurs environnementaux tels que I'exposition aux xénobiotiques

manque de données robustes et prédictives.

Chez I'Homme, la voie principale d’exposition aux xénobiotiques est I'ingestion. L'intestin
représente donc un organe clé pour caractériser I'absorption des xénobiotiques (cf.
bibliographie Chap 1_1.1). Pourtant, il existe peu de travaux s’intéressant aux effets des
herbicides vis-a-vis de la barriére intestinale. De méme, peu de travaux ont été réalisés sur les
métabolites des herbicides ou sur leurs associations en cocktails (Cf. bibliographie Chap
2_2.2). Il est donc nécessaire de mettre en place des projets de recherche qui vont dans ce
sens. De plus, les travaux sur les altérations intestinales issues des effets des herbicides
permettraient de mieux caractériser leur danger pour I’'Homme suite a leur ingestion dans

I’eau du robinet ou les aliments (Cf. bibliographie Chap 2_2.4).
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Dans la deuxieme partie de thése, nous avons choisi d’étudier deux herbicides, le
métolachlore (Mtc) et I'atrazine (Atz), connus pour avoir des effets délétéres sur la faune
aquatique (Cf. bibliographie Chap 2_2.5). Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude de
I'effet de ces herbicides, qui n’avait encore jamais été faite chez 'Homme, vis-a-vis de la

barriere intestinale.

Nos travaux mettent en évidence que les 2 herbicides circulent dans le tractus digestif
sans induire de cytotoxicité sur les cellules intestinales. Cependant, une absorption intestinale
a été démontrée avec un premier passage rapide. La cinétique d’absorption est différente
selon I'herbicide. L’Atz effectue un premier passage dans un temps trés court (inférieur a 30
min), puis continue de traverser la barriere pour atteindre I’équilibre entre les deux
compartiments dés 6 h d’incubation. Les résultats obtenus avec le Mtc sont différents puisque
prés d’un quart de la molécule a traversé la barriere a 6 h d’incubation mais nous n’avons pas
d’absorption compléte aprés 24 h. Ce passage des herbicides a travers la barriére intestinale
suggere qu’ils atteignent rapidement la circulation systémique et sont capables de diffuser
dans I'organisme. Nous ne pouvons donc pas exclure qu’ils induisent une cytotoxicité sur les

cellules d’autres organes ou barriéres.

La voie paracellulaire implique de nombreux acteurs pour maintenir une bonne
perméabilité cellulaire. Un de ces acteurs correspond aux protéines de jonction. Les jonctions
cellulaires servent a la cohésion des membranes plasmiques cellule-cellule et a la formation
des canaux membranaires, favorisant les flux de composés de part et d’autre de la barriere
intestinale (Cf. bibliographie Chap 1_3.3). L'intégrité des jonctions cellulaires a été évaluée en
suivant, a la fois I'expression protéique et I'expression génique de certaines jonctions serrées
et d’adhérence. De plus, grace a des outils innovants, nous avons montré que certains
métabolites étaient responsables d’'une augmentation de la prolifération et/ou de I’adhésion
cellulaires. Enfin, notre étude transcriptomique révele I'importance d’étudier en détail les
effets produits par les cocktails puisque des sur- et sous-régulations géniques sont intervenues

uniguement dans le cas des formulations contenant plusieurs herbicides et métabolites.

Ces travaux de thése ont soulevé plusieurs nouvelles questions qu’il serait intéressant
d’étudier. Pour déterminer quels mécanismes utilisent I’Atz et le Mtc pour traverser la
barriere, nous pourrions étudier la voie transcellulaire en incubant les cellules avec un
inhibiteur de la voie de I'endocytose (chloroquine, chlorpromazine) (Antileo et al. 2013). Un
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milieu déplété en potassium bloque aussi l'internalisation des molécules médiée par la
clathrine, en dissociant le réseau de clathrine qui est associé a la membrane plasmique (Ilvanov
2008). La voie transcellulaire implique également des transporteurs a efflux qu’il est possible
d’inhiber. Par exemple, le vérapamil permet de bloquer la pompe P-gp impliquée dans
I'absorption intestinale (Y. Zhang et al. 2018). De plus, nous pourrions utiliser notre méthode
d’'immunomarquage directement sur les monocouches de cellules polarisées et ainsi mieux
évaluer la localisation et la répartition des protéines de jonction sur la barriére en présence

des herbicides.

Une étude préliminaire que nous menons est en charge d’évaluer le stress cellulaire induit
par les herbicides. En effet, Chen et al ont montré que I’Atz favorisait la prolifération et les
métastases des cellules EOC en induisant un faible niveau de ROS (J. Chen et al. 2021). Il est
possible d’ajouter aux cultures cellulaires, le substrat 27 -dichlorodihydrofluorescein
diacetate H.DCFDA qui, en présence de ROS, émettra un signal lumineux (Tampio et al. 2009).
Des analyses en cytométrie en flux sur un grand nombre de cellules permettraient d’affiner
les données quantitatives obtenues par I'approche Operetta. Nous envisageons également
d’analyser par gPCR I'expression des enzymes de gestion du stress oxydatif telles que la

glutathion peroxydase (Weydert et Cullen 2010).

Les résultats de séquencage nous ont apporté des informations précieuses sur la
modulation des génes par les herbicides. Des analyses plus poussées vont étre réalisées pour
comprendre la modulation des génes par les cocktails. Il serait particulierement intéressant
de regarder par gPCR l'expression de EGR-1 et DUSP-1 par exemple. L'analyse par voie
métabolique permettrait de valider les observations selon lesquelles la voie des MAP kinases

serait impactée en cas d’exposition aux cocktails CM, CA et CT (Revest et al. 2005).

Les recherches effectuées dans le cadre de cette thése s’inscrivent dans une démarche de
compréhension des liens entre les facteurs environnementaux et I'expression de déséquilibres
au niveau de la barriére intestinale. C'est pourquoi, une caractérisation des effets spécifiques
aux métabolites permettrait de mieux définir le danger associé aux mélanges d’herbicides tels
gu’ils sont retrouvés dans les conditions réelles d’exposition. Une meilleure connaissance des
polluants appuyée par des résultats scientifiques quantifiables permettrait aux autorités

compétentes d’évaluer les risques et de revoir les recommandations en conséquence.
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Au-dela des réponses apportées aux problématiques des affitines et des polluants, ce
projet de thése cherchait avant tout a montrer l'intérét d’utiliser des modeles in vitro dans les
processus de screening de molécules. Les modeles in vitro sont nombreux (Cf. bibliographie
Chap 3_3.3). La complexité d’'un modele s’accompagne souvent d’une difficulté a le mettre en
place au sein d’un laboratoire, d’un co(t élevé et parfois d’'un manque de reproductibilité.
Pourtant, le besoin en modeéles prédictifs, les plus fideles possibles a la réalité, est croissant.
L'emploi des cocultures, des cellules souches, des modeles cellulaires 3D ou dynamiques est
constamment amélioré (Annexe VI). Pour respecter les impératifs de temps, de colt et de
gualité, nous avons trouvé un équilibre entre un modeéle cellulaire et des techniques de

biologie moléculaire et de biochimie.

Le modele cellulaire Caco-2 est un modeéle simple, reproductible, qui peut étre utilisé dans
de nombreuses applications, et nous I'avons démontré dans le cas de la toxicité et la
perméabilité cellulaire des xénobiotiques. A notre modele prédictif, nous avons associé des
outils permettant de comprendre les mécanismes impliqués dans les effets cellulaires
(RNAseq, RT-qPCR, Western-blot, immunofluorescence). Dans notre problématique, ces
mémes outils peuvent nous permettre d’aller plus loin dans I'analyse et le screening des

xénobiotiques.

Le tube digestif est le lieu d’'inflammations causées, par exemple, par des déséquilibres
liés au microbiote (Cf. bibliographie Chap1_2.2). Une barriére intestinale déja dérégulée ne
pourra pas lutter aussi efficacement contre les xénobiotiques. Alors que notre modele Caco-2
semble résiliant face aux xénobiotiques que nous avons testés dans le cadre de cette théese,
un stress inflammatoire intestinal pourrait conduire a I'apparition d'une cytotoxicité de ces
mémes xénobiotiques sur une barriere déja fragilisée. Diverses modifications peuvent
améliorer les études sur les effets des xénobiotiques comme ['ajout de molécules
inflammatoires et/ou l'utilisation d’organoides cultivés en monocouches cellulaires (Cf.

biliographie Chap3_3.4.2).
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Annexe | : Organisation du systeme nerveux entérique

Axe Cerveau - Intestin

Systéme nerveux entérique:
Q comprend un réseau de neurones
nerf vague organisés au travers de 2 couches
de l'intestin. Le plexus sous
mugqueux et le plexus myentérique

nerf pelvien ’
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Annexe ll: Classification des herbicides (Calvet et al. 2005)

Mode d’action

Famille chimique

Herbicides affectant la
photosynthése

Blocage de la protéine D1 du
photosystéme Il

Amides
Benzothiadiazones
Carbamates
Pyridazinones
Hydroxybenzonitriles
Triazine

Urée

Inhibiteur de la photosynthése
par détournement d’électrons
a la sortie du photosystéeme |

Bipyridinium

Herbicides inhibiteurs
de la synthése des
lipides

Inhibition de I'enzyme ACCase

Acides arylphénoxy-propioniques
Cyclohexanediones oximes

Inhibition des élongases
(enzymes conduisant aux
acides gras de plus de 18C)

Acides organiques halogénés
benzofuranes

Inhibition des élongases et des
enzymes  conduisant  aux
gibbérellines

Acétamides
Choloroacétanilides
Oxyacétamides
thiocarbamates

Herbicides inhibiteurs
de la synthése des
acides aminés

Inhibition de I'enzyme
conduisant a la synthése de la
glutamine

Aminophosphonates
Acides phosphiniques

Inhibition de I’enzyme | Organophosphorés
conduisant a la synthése des | Glycines

acides aminés aromatiques

Inhibition de I'enzyme | Imidazolines

conduisant a la synthése des
acides aminés ramifiés

Sulfonylurées
triazolopyrimidines

Herbicides perturbant
la régulation de
I’auxine

Herbicides auxiniques

Acides phénoxyalcanoiques
Acides benzoiques

Acides pyrimidiques

Acides quinoléine-carboxyliques

Herbicides inhibiteurs
de la division cellulaire
a la métaphase

Herbicides bloquant les MTOC
et désorganisant les fuseaux
achromatiques

Carbamates

Herbicides perturbant
la croissance

Inhibiteurs de  transport
auxinique et inversion du
géotropisme

Acides phtaliques

Inhibiteur de la syntheése de la
cellulose de la paroi pecto-
cellulosique

Acides quinoléines carboxyliques
Benzamines
benzonitriles
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Annexe lll : Propriété physico-chimique de I'atrazine et de ses métabolites

Atrazine DEA DIA DEDIA
CAS 1912-24-9 6190-65-4 1007-28-9 3397-62-4
Nom UICPA 1-chloro-3- 2-Amino-4- 2-chloro-4- 6-Chloro-
éthylamino-5- (isopropyl-d7- | (ethylamino)- | 1,3,5-triazine-
isopropylamino- amino)-6- 6-amino-s- 2,4-diamine
2,4,6-triazine chloro- triazine
triazine
Formule C3H14C|N5 C6H10C|N5 C5H3C|N5 C3H4C|N5
Masse molaire (a | 215,6 g/mol 187,6 g/mol 173,6 g/mol 145,5 g/mol
25°C)
Solubilité dans | 34,7 mg/L
I'eau (a 25°C)

Annexe IV : Propriété physico-chimique du S-métolachlore et de ses métabolites

S-Métolachlore

ESA-Métolachlore

OXA-Métolachlore

I'eau (a 25°C)

CAS 171118-09-5 152019-73-3

Nom UICPA (RS)-2-chloro-N-(2- 2-[(2-ethyl-6- 2-[(2-ethyl-6-
éthyl-6- methylphenyl)(2- methylphenyl)(2-
méthylphényl)-N-(1- | methoxy-1- methoxy-1-
méthoxypropan-2- methylethyl)amino]-2- | methylethyl)amino]-2-
yl)acétamide oxo- ethanesulfonic oxo- acetic acid

acid

Formule Ci5H22CINO; Ci5H22NOs5S CisH21NO4

Masse molaire (a 283,8 g/mol 328,4 g/mol 279,3 g/mol

25°C)

Solubilité dans | 488 mg/L
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Annexe V : tableau des amorces de gPCR

Geénes Amorce Forward Amorce Reverse

Actine CTGGAACGGTGAAGGTGACA AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA
Z0-1 CAAGATAGTTTGGCAGCAAGAGATG ATCAGGGACATTCAATAGCGTAGC
OCLN AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC  ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG
CL-1 CCGGCGACAACATCGTGAC CGGGTTGCTTGCAATGTGC

E-cad CTCGACACCCGATTCAAAGTG CCAGAAACGGAGGCCTGATG
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1. Introduction I, intermediate grade 11, and high metastatic grade 01 [15] (5 ame

Bone samomas comespond to <0.X% of diagnosed cancers regis-
tered in the EUROCARE database and then they are considered as
orphan tumours. The three main types of bone sarcomas ame:
osteosarcoma (05), Ewing samoma (ES) and Chondrosarcoma
(C5) Despite theis low incidence, bone tumours are associated
to high morbidity and mortality, with an important impact in chil-
dren and young adult population (eg, 8% of ES patients are under
20 years of age at diagnosis). The absence of specific symptoms at
early stages of the diseaze leads to late diagnosis that frequently
corresponds to aggressive phases that include cancer cells spread-
ing and establishment of bone and lung metastases. Unfortunately,
whether the 5-year survival rate is 50-70% for O5and ES, there isa
drop around 20-30% when lung metastases are detected at the
time of the initial diagnostic [1]. &5 are associated with high local
recurrence associated with high morbidity [2].

(5 constitutes t he main entity with an incidence of two-thirds of
primary bone tumours and affects preferentially children and ado-
lescents. In most of the cases, clinical treatment includes surgical
procedure combined with adjuvant and nec-adjuvant poly-
chematherapies with ar without mdiothermpy. Unformunately, dis-
tant recurmences (with a high predilection for the lung) frequently
oocur and are associated with drug resistance [2]. 05 normally ger-
minates from malignant mesenchymal cells of long bones commit-
ted in osteoblastic differentiation and are characterized by the
production of an ostecid matrix by tumour cells | 3] The aetiology
of the disease is explained by initial somatic mutations of p53, Rb
and a BRACness signature that lead to chromosomal instabilities,
complex genomic profile and high cellular heterogeneity [2.4 ). Can-
cer stem like cells [5], tumowr microenvironment { TME) including
immune infiltrated cells and extracellular matric (ECM] that mod-
ulates tumour cell adhesion and migmation are also suspected to
contribute to this high heter geneity and to the acquisition of drug
resistance | 6,7]. Thus, due to their highly complex pat hobiology and
the limited access to patient samples, a better undestanding of 05
growth and drug development require the genermtion of new cell
culture methods that mimic native TME of 05 [£].

ES iz characterized by its high aggressiveness, fatal malignancy
developed in bone and extra skeletal sites and with a rapid meta-
static expansion mainly in lung. ES is the sacond most common
paediatric bone tumour affecting 3 children per million [9]. ES
principally affects Caucasian patients with a slight prevalence in
men than women ES cell classically presents a round morpholegy,
with commaon expression of the (D99 {MIC2 ) antigen and chromo-
somal transkocation of the EWSRT gene to ETS family genes [10]
Experimental evidence suggests that ES cells may originate from
undifferentiated mesenchymal stem cells (MS5Cs) characterised
by neuroen docrine features and acquisition of EWSR T translocation
[11.12]. In addition to conventional chemaotherapies, clinical devel-
opments are forused on downstream partmers of the EWSR1/FL1
signalling pathways | 13,14 ] An important feature of ES is the high
resistance to chemotherapy agents, in part due to their particular
MSCs onigin but also to its complex TME. Reproduction of TME
by 3D culture technigues results in a key progress to better under-
stand the behaviour and drug resistance of ES.

% compose a heterogeneous group of primary malignant
tumours characterised by relative low growth ratio and the forma-
tion of hyaline cartilaginous neoplastic tissue. Depending on their
malignancy, {5 are classified in three grades: low-metastatic grade

characterized by a high chemo- and mdio-resistance mainly due
to the presence of large amount of ECM and poor vascularity that
restrict the diffusion of anticancer agents and slow down their
effectiveness [16]. The importance of these features has motivated
the scientific community to switch to 3D culture systems that can
repmduce the native C5 condition and have the potential to be a
great tool for developing new thempies against 5

Beszide the genetic charge present in fumaour initiation, TME has
emerged as a key factor for tumour development and malignancy.
For a better understanding of tumour biology, the scientific com-
munity has to reproduce, as close as possible, natural cell growth
conditions [17]. During last decades, many technological pro-
gresses have been proposed to mimic native tumour biology.
Whereas the first documented cell culture methods date from
1885 by Wilhelm Rowx [18], the establishment of a true two-
dimensional (2D) hboratory tissue culture system has been
described by Ross Harrison at the beginning of the 20th century
|19 ] This event led to a scientific revolition in the understanding
of cell behaviour during healthy and pathogenic situations. While
2D cell culture technigues became standands in research labomato-
ries for a wide window of sudies and fields, they do not repmd uce
the dynamic evolution of tumour growth and failed to mimic cell-
to-cell or cell4o-microenvironment interactions. To overcomse
these 2D culture issues, during last decades, a variety of 3D cell cul-
ture techniques has been developed including liquid-hased scaf-
fold free methods, scaffold 3D systems and the emerging organ-
on-a-chip platforms: microfluidics and bioprinting systems [20-
23],

Briefly, liguid-based scaffold-free methods are based on the
prevention of cell adhesion to the cell culture container surfaces
ez, vessels, plates) by coating them with non-adherent materials
such as agar or poly-hydroogret hyl methacrylate [24] The absence
of adherent surfaces promotes cell+to-cell adhesion and form ation
of spontaneows sphemids. Wide variety of low/non-adherent sup-
ports are commercially available nowadays. Hanging drop tech-
nique is another liguid-based scaffold free methods that allows
the production of spheroids using mono- or multi-cellular {co-
cultures) approach thanks to the effect of the gravity (Fiz. 1)
|25,26). Low adherent supports and hanging drop methods have
been also widely used to study cell organisation, embryonic devel-
opment, tumour biokgy and tissue formation |2527-32]. How-
ever, aone of the main dmawhacks of liguid-bhased scaffold
methods is the lower reproducibility and control of the sumound-
ing cell microenvironment.

S affold 3D systems consist in a structural support that favours
cell adhesion, pmolifeation, migmton, cell-to-cell interaction and
signalling |33 .34]. Matuml scaffolds are based on molecules that
ame present in the BECM such as collagen, gelatine and derivatives
|35.36], complex matrix (eg., commercial Matrigel™] and hydmo-
gels [37,38], and polyzaccharides as alginate, chitozan or hyahim-
nic acid [39—43). Whereas the main advantage of these natural
scaffolds is their biocompatibility, their pmduction and inter-
batc hes variability are the main issues of these materials. To sohve
these problems, synthetic scaffolds chamcterised by high stability,
repmducibility and biocompatibility have been developed [44]
The most used synthetic scaffolds are based on polyethylene glycol
(PEG]) polymer hydrogels [45-48]

Finally, organ-on-a-chip platforms are based on microfluidic
devices or 3D bio-printed systems | 49-53]. Both techniques allow
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Fig- 1. Osbens arcoma sphernid. Represenobive images of OF spheroid. A) HES soining of MNNG/HOE sphenoid. B) Wide-fisld MM MNG/HOS spheroid using 2 Milon Edipss Mi
micnos cope. C) MWMNGHOE spheroid 2 day 2 obined from 20000 cells in DMEM | Cibo™) supplemented with 12 L-ghramine phus 102 FUS osing 96-well low adhenent
plate U-bontom ( ThermoFisher ), labelled with 'l.l‘]'tl'm“" 0 { ThermaoFisher) and imaged in 2 Operetta 0L high <comtent analysis sysem (PerddnElmer ).

a precise control of the TME by applying a mneable perfusion of
media that mimics blood flow and facilitates a continuous access
of nutrients, cooygen and drugs [54-56 . In addition, these systems
can repreduce the complexity of tissue by adding layers or com-
partments by co-culture of different various sets of cells in the
presence of various ECM components [57-50].

In the prezent review, we will forus on the different 30 culture
technigues recently developed for the three main bone sarcoma
entities.

L 3D culure methods of primary bone tumours
2.1. 3D osteosarcoma cwliere made s

With a low 5-years survival rate and no improvement in the last
4 decades, 05 iz a rare and devastating oncological entity that
affects mainly children and young adults. The complexity of the
bone structure and sumounding TME imply that 2D monalayer cul-
ture stays far away from the organisation of natural mmour tissue
and impairs the study 05 development [T].

2.1.1. 30 culnwere and dneg resistance in oseosancoma

Loww attachment and hangng-drop cell culture are the most fre-
quen tly employed liquid-based scaffold-free method [60] and con-
sistin aneasy 30 appmach for genemtion of 05 spheroids to sudy
cell behaviour and drug resistance (Fig. 1 and Fig. 2} (Table 1). By
using hanging-drop methodology, Rimann et al. demonstrated that
spheroids produced from established cell lines, like Sa052 or HOS,
exhibited a totally different pattern of resistance to a panel of anti-
tmor drugs compared to 2D (monolayer) culture methods [651]
Indeed, the IC50 values for doscorubicin, cisplating taxol, and taum-
lidine significantly increase in 3D culture, meaning that 30 cells
ame more resistant to those drugs than monolayer culture. Those
data were consistent with the obsenation done in patients where
treatment based in 2D dose concentrations showed a decreaze of
drug effectiveness compared to 2D culture [61]. Many papers
appeared meinforcing the concept that 3D sphemids are really
closed to real umour behaviour to drug reatment [61-65 | Simi-
larly, U205 spheroids generated by ultra-low attachment methods
were used to mimic fumour structures and demonstrated the
potential use of the nuclear NAD synthesis enzyme nicotinamide
mononuclestide adenylylransferase-1 (NMMAT1) as a target for
anti-turnour drugs [66]. The expression of this enzyme increased
inseveral tumour celllines after exposure to DMA damaging agents
as cisplatin and docorubicin suggesting an important role of this
enzyme in umour resistance |66].

MNNG-HOS

MG63

Day 1

Day 4

Fig- 2. Sarcospheres from different 05 o2l linex Representativs images of OF
spheroid formed from different 0% cdl lines depicting differences in size and
marphology. MNNC-HOS and MCE3 OF olls were plated 2 5000 cdlshwd] and
2500 ol wed]l respectively in low adhesion plates ( Comning, Gostar® ) aoated wath
DMEM ( Cibco™) = 105 agaroses and imaged on days 1= 4 wsing the Cd igo Imaging
Cytometry System (Neooebom Biosdence ).

212 Impact of the mmouwr microemadronment stnictune in dng
ressmnee

Cancer cells receive multiple signals (autocrine, juxtacrine and
endocring meszages) coming from their cellular neighbours, the
extracellular matrix and distant argans. By integrating all of the
information, cancer cells change their behaviour, modify their
metabolism and migration properties and become quiescent, or
highly proliferative or resistant to drugs. TME then plays a crucial
roke in drug resistance |67]. Whereas hanging drop technigques
hawe been used with success for mpidly forming tumour spheroids,
this approach is far from whaolly reproducing the natural TME con-
trolling the cancer cell behaviour. 3D cell culture based on scaffold
methods using natural components identified in the natural TME is
one of the srateges proposad to mimic the environment of cancer
cells. Interestingly, 3D scaffold are also bivalent tools not only
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Tahle 1
30 methods ueed I pamary bane tumors
Bone tumaor Technique Materia Cell line Keferme
D SEcsarcoma Saffold-free Hanging drop Saln2 [T R [ 2]
and HS
ey attachment a0
D7
B
Scaffold Alginae beads LME GETITEESR
B
Sk sponge a2 &9
HE
PEG L2 |
Collagen [ Le ] TEIATHS0-34110
a0
Agarose MG EF
[,n 8 M FERLir
Metiyloeliubo = Hos 77
A B a7
HA |l ] BAES1O2 107
P 0% ST 101,107
Complex matrix 20062 TOT2RAS2
Ll e
B3
Microfl uid i/ Bioprinting 98110
PIAE SailrE2 SEID] G-
D
Ewing Sarmma Scaffold-free Hamgin g drop RD-ES 112117119
and AGT3
ey astachment SK-N-MC
WH-54
T-22
TC-T
ASSTI
Saaffold M. TC-T 111, 12114
Collagen RO-ES 115
AGT3
EE-N-MC
HA RD-ES 115
ATE3
SR-N-MC
Agar AET3 12
Alginae Primary cedl linex 121122
Chondresarcoma Laffold-firee Hanging drop W35 127-131133
and CALTE
llorey aachment DMy
CHIZ
CH=2
CHSS
CHzETI
LE35
llewitation fiores PaWEs3 140
Lraffald Agmae CHzEgM 1247135
1oz
EWass
Collagen EWass 1345128
Tranmum beads Hs-28 127

PEC: polystiylene ghyool; POL: pobyic-capmilactone; PLA: polyiDLdact c acid; HA: Hydrooapatite; BOP: biphasic caoium phosphas; POMS: Pobydimeth yisl coane

usable inin vitne assays but also as support of cancer cells in in vive
animal experiments. The use of alginate beads iz a perfect example
of a 30 scaffold frequently applied to the oncology field. Alginate is
used firstly to encapsulate and proliferate 05 cells in a 3D spheroid
configumation, and secondly for sudying the metastatic effect of 05
cells in animal model after inoculation of encapsulated cells [68]L
Thedmg sensitivity was compared between 2D and 3D cell culture
conditions and revealed a significant higher drug reszistance when
celle wene cultured in 3D scaffolds compared to monolayer (20D
cell cultures. The use of silk sponges was also described as 3D scaf-
fold for the expansion of 5a0%2 and U205 cell lines, which
appeared less sensitive to drug treatment (doccorubicin and cis-
platin] than cell lines cultured in a 2D environment [69]. 3D 5%a052
and U205 cell spheroids were also generated by using commercial

culture plates coated with various matrix: hyalumonic acid, colla-
gen and adhesion pmoteins (Biomimesys™ matrie, from HCS
Pharma, France). By using such an approach, 30 cultures differen-
tially modulated the ATP binding cassette transporter Al (ABCA1)
and B1 (ABCB1, also known as Multidrug resistance protein-1,
MDE1 ) expressions associated with the drug efflwe and resistance
which has not been observed in 2D emvimonments [70]. 30 culure
el exposed to dosorubicin were chamcterised by a higher
expression of ABCE1 implicated in the intracellular drug efflus,
induced by the ERK1/2/HIF-1 pathway. Surprizingly, the increase
of expression of ABCB1 was accompanied by a reduction of ABCA1
and by T-cell inactivation. ABCA1/ABCE1 mtio was then related to
the chemo- and immune sensitivity of human 05, These resis-
tances were reversed when ABCA1JABCE1 ratio was increased
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|70]. This ohservation suggested that the upregulation of ABCE1
transporter may induce an anti-drug and anti-immune resistance
properties in OF tumours,

The physical chamcteristics (e.g. elasticity] of the scaffolds
influence cancer cell properties. The generation of a hydrogel with
a tuneable network of FECDA and Celatin-Methacryloyl {GelhA)
enabled the control of the stiffness and adhesion properties of
the substrate The stiffness of the substrate correlated with the
proliferation and progression of 5a052 05 cells which proliferated
much better when the rigidity of the substate increased. This stiff-
ness dependency relied in the regulation of the integrin-mediated
focal adhesion signalling pathway |71]. Similarly, a recent study
compared the viahility of 05 MGE3 cells cultured in four different
seaffolds (collagen, Matrigel™, alginate and agarose) and demaon-
strated that their viability was also dependent on the scaffold elas-
ticity [72]. Whereas cell adherence was similar for the different cell
types in 2D models, ranking collagen as the best substrate followed
by Matrigel™, alginate and agarose, 3D cultures of {05 cells were
maore dependent on substrate elasticity for an optimal prolifera-
tion. Inthis case, robust gels such as collagen and agamse are maore
proliferative substrates than softer hydmogels, Matrigel™ and algi-
nate Interestingly, even if the foursubstmtes were able to produce
in vive tumour in animal model, tumour size and angiogenesis pro-
cess also comelated to the elasticity of the substrate and showed
higher size and micro-vessel formation in collagen and agamse
than in Matrigel™ or alginate |7Z]. Mechanical properties of the
ECMwere also related to the drug resistance of cancer cells. Maolina
et al. developed a 3D culture system that allows mechanical mod-
ulation of TME by changing substrate stiffness | 73] They obsenved
that lower stiffness induced the nuclear localisation of mechan-
otransduction pathways, contributing to specific drug resistance
to anti insulin-like growth factor-1 and mTOR drugs |[73]. By using
collagen scaffold, Fallica ef al demonstrated that U205 osteosar-
coma cells exhibited increased resistance to the anti-proliferative
drug PI103 in 3D gels than in conventional 2D cultures [74). These
authors obzerved that the increase of collagen concentrations aug-
mented the resistance of 0% cells to the inhibitor. This observation
was in agreement with many clinical cazes inwhich the increase of
collagen levels in TME was associated to a poor patient survival
|75]. Reinforcing the importance of collagen scaffold compaosition,
Chamsen ef al demonstrated that concentration of 3—4 mg/ml of
type l<ollagen gels was crucial for optimum development of 05
spheroids, whereas the optimum concentration for MDA-ME-231
breast cancer spheroids was 2 mg/m] [76 . These data suggest that
production of specific tumour niches depends on tissue ECM com-
position. Matrigel™ or agarose were replaced by methylcelhilose
for facilitating the development of cancer cell sphemids. Based in
an in vitro methylcellulose scaffold model, Bai ef al generated
spheroids from HOS51 05 cell line and various soft-tissue sarcomas
including HT10B0 fAbmsarcoma, RD rhabdosarcoma, SWET2
lippsamcoma cells. Spheroids formed in this 3D environment
showed more resistant properties to doxorubicin, gemcitabine
and docetaxel or X-rmy mdiation than those formed in 2D cultures
771

Tumours are characterized by a high heterogeneity of cell distri-
bution with a necmotic or apoptotic core surrounded by guiescent
layer of cells followed by proliferative cells. This tum our stratifica-
tion is associated with a different TME compositionin each mumour
region. The determination by mass spectrometry imaging (MSl) of
the spatial distribution of metabolites in response to doxorubicin
treatment on 5a052 08 cells cultured in alginate compared to 2D
underlined the rolke of the 3D environment The combination of
30 culture and MSI technigues represent a new tool to better
understand drug activities and design new therapeutic approaches
|7EL In addition to its role in anti-tumour drug resistance, TME
plays a role in cell accessibility for genetic manipulation. 30 min-
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emlized algnate-chitosan cell encapsulation resulted in an effi-
cient tool for gene transfection in human bone cells [TO]
Polyzaccharide beads facilitated gene uptake by 52052 cells when
specific calcium phosphate and chitosan rate were used indicating
that micmcapsule environment compositon is crucial for gens
transfection in 3D bone model [749].

2.1.3. Osteosarcoma cancer stem cells and 30 culnere meathods

05, and other tumaours, are composed by highly heterogenaous
cell populations that include “Cancer Stem Cells® ((5Cs] or
‘umour-initdating cells® |68 1,81]. C5%Cs combine stem cell features
with tumiour characteristics as tuwmour initiation ability, domancy,
recurrence and metastasis [79,82]. Thus, C5Cs respond differently
to anti-tumour treatments than non-C5Cs turmour cells by showing
a more resistant drug phenotype and leading the role of treatment
failure [E1]. (D133 CSC sphemids were generated from the Sals2
cell line by using a scaffold-free 30 model based [E3]. The gener-
ated sphemids were viable, conserved their pluripotency, and con-
stituted an ideal model for drug screening. C5Cs enrichment from
MG-43 and 5052 spheroids by scaffold-free method was com-
hined with two hybrid scaffolds that mimic BCM and used to anal-
yse the impact of ECM in 05 O5Cs development [84] Hybrid
scaffold was constituted by Mg-doped hydmograpatite coupled to
collagen fibres and a pomus hydroxyapatite substrate. Both
hybrids scaffolds resulted in stable C5Cs enrched OS5 spheroid
gmwth without any loss of round morphology compared to 20
Maoreover, an increase of stemness markers inchiding OCT-4,
NAMOG and S0X-2 was observed that indicated that both types
of hybrids scaffolds were able to mimic native environment pro-
mating C5C stimulation | 84]. Hydrooyapatite nanoparticle 3D cul-
tures had a strong impact on the survival of OS5 cells under anti-
tumoral oxidative stress therapy |£5). Cold atmospheric plasma
resulted in a potential therapy in OS5 by induction of coddative
stress and subsequently cell death in 2D cultures. However, when
this therapy was tested in 3D, MG-63 05 cell cultures in hydroxgya-
patite nanoparticles werechamctensed by a significant decrease of
celldeath [B5]. This property was related to 3D environment due to
the nanoparticles that favoured cell scavenging and evasion from
reactive ooygen and nitrogen particles. Moreover, the generated
30 TME enhanced (5Cs subpopulation expansion [E5]. These data
suggest a relevant role of TME in the development and drug resis-
tance of O5C on 05, and the advantage of the use of 3D culture
techniques that mimic native 30 05 nature unlike 2D ap proaches.

2.1.4. Proteomic profile in asteosarooma 30 cu lneres

Protein expression and modification are highly impacted by
nutrient availability and TME. Interestingly, the protein expression
profiles significantly differ between 2D and 3D cultures. A pro-
teomic study wsing spheroids produced by ultra-low attachment
supports from the dog OS5 cell line D17 demonstrated that the
development in 3D culture induces an increase of glyoolysis gluco-
genesis pathways, biosynthesis of amino acids and changes in car-
bohydrate metabolism [86] These data were in agreement with
the metabolism observed during mmour development and the
genemtion of a hypoxic local environment Chaperon’s family,
which is composed by protein folders associated to cellular stress
response and cytoskeletal organization, is similarly modulated by
3D context. On the opposite manner, genemal protein phosphoryla-
tion is upregulated in 2D cultures compared to 3D environment,
probahly due to the increase in the growth rate ohserved in mono-
layer cell cultures | BG]. These data suggest that, in order to better
understand the proteomic profiles presented in tumowrs, all the
previous information obtained by ZD studies must be re-
evaluated in the light of the 3D culture methods close to the
tumour behaviour.
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2.1.5. 3D osteosarcoma cwltwre as @ novel approach o study bone
mine nalisaton

0% is characterised by the production of mineralised tissue.
Osteoblastic-like 08 cells show an increase in the level of protein
implicated in the minermlisation process (as TMNAP, BMP-2 and
CaSR). The faster osteogenic properties of 05 cells make them an
interesting tool to better understand the bone minemlisation pro-
cess, While 3D culture techniques have been widely developed for
mimicking TME and, subsequently, more reliable anti-cancer drugs
screening, bone 30 cultures were also used to study osteogenesis
biology.

Natural and synthetic scaffold gels generate a macmo- and
microstructural configuration similar to the trabecular bone iden-
tifying these materials as perfect supports to study bone mineral-
ization | 86-89] Type | collagen stands out as a great 3D scaffold
for bone mineralisation in which %052 cells can be expanded.
Magnesium is a key cation involved in many biological activities
zuch as metabolism, muscle contraction and bone cell function
Almost 50% of the magnesium present in the body is associated
with bone tissue (hydroxyapatite crystals, HA) and influences
bone-remodelling processes. By using a 3D collagen scaffold
appraach, Picone ef al. showed that intracellular magnesium was
incorporated at the early phase of bio-mineralisation, a process
which may favour HA platelet formation and interfbrillar mineral-
ization |90]. The composition of culture media appeared critical
similarly to the 3D environment. Indeed, a Modified Eage's Med-
ium resulted ina better mineralisation induced by Sa052 that con-
ventional medias (eg. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) used
far this cell line [91].

The momphology of minemlised matrix produced by HOS OS5
celk strongly differed according the cell culture condition used
(2Dto30) [92] While 2D cell cultures produced sphemid particles
in the surrounding cell layers, in 3D culture conditions (type | cal-
lagen and poly-ion complex hydmogels) amorphous mineralised
particles were observed at the matric layers. This phenomenon
produced gel turbidity that could be used as an indicator of the
lewel of minemlization [92-95). These data indicate that 3D gels
ame interesting approaches forosteogenesis studies associated with
05 development. Howewer, structure and mechanical properties of
3D geks are crucial parameters for investigating bone mineraliza-
tion. Similarly to tumour development, the pore size of the matrix
used to promote osteogenesis is a critical factor. Using bioprinting
approach, Vanderburgh et al. showed that a 300 pm pore size pro-
duced the optimum osteoblast differentiation and mineralization.
In addition, this pore size also favoured 0% tumour growth and
proliferation [95] The distribution of pores also influences the
structure of the extracellular matric. The companson of bwo ypes
of 30 poly(D.L-lactic acid) scaffolds, one with regular pore distribu-
tion and the other with mndom distibution, showed that bath
types wereadapted substrates for the attachment and proliferation
of MGE3 O5derived csteoblasts. However, the mndom pattern,
which is closer to real bone structure, induced a better distribution
and organization of collagen fbres [97). Pobydimethylsilocane
(PDMS) iz widely used as material to produce micrafluidic devices
but it can be also used as a scaffold for cell cultures |98 | A water-
POME emulsion was used as a porous template for 52052 05 pro-
liferation Playing with different curing pammeters for PDMS and
pressure, Riesco ef al generated various grades of PDMS reticula-
tion that allowed proper adhesion and proliferation of 0% cells.
Maomeover, this syztern provides a fast and cheap way to pmduce
scaffolds in mass [98). As mentioned before, PDMS is the most
commonly used materdal for microfluidic device fabrication
(Fig. 31 A microfluidic chip was developed for the production of
05 spherpids in mass (up to 5000) [99 ] Microfluidic device was
treated with a surfactant (Synperonic®] to generate a non-
adherent surface that favoured the genemtion of MG63 spheroids
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Fig- 3. 30 Spheroid POMS chip. POMS micmo system for sphenoid ol ouloure in a
&0 = 22 mm shide. M =m s nsitied by 2 neervoir for media (2 15 ml

Falcom tube oot at desired sioe) glued o the PDMS mioros yeem. The ressrooir is
anneded m the cell olture chamber by an £ mm length channe] (200 zm wide
and 70 =m high} Cell culture chamber is 4 mm wide by 20 mm long ( height
200 gm) To skrwdown media flow, 2 2 an long serpentine channe] (200 =m wide
70 zm high) was placed after the ol chamber. Ousput through 1.5 mm Tygon
tutsing with 500 =m intanal diameter.

in a similar way as non-adherent plates. Massive production of
spheroids was used to challenge sphemids to two different cellular
stresses; mutrient deprivation (serum concentration ) and hypoia
(HIF inhibition). 30 cultures obtained data confirmed in vive obser-
vation where stress conditions favoured the increase of VEGF
secretion and induction of malignancy processes |99, This sudy
confirmed the impact of BECM variation in tumour malignancy as
well az demonstrated that micmfluidic appmaches represent an
interesting tool for massive 30 cultures and anahysis. Howewer, it
has been reported that the combination of commercial 05 twmour
cell lines and collagen and Matrigel™ scaffolds may not be the per-
fect model for 3D tissue bone engineering studies [ 1001 The
hypoxia observed in 3D cultures using scaffolds like collagen and
Matrigel™ generated less ootidative stress by tumour cells than in
2D, In addition, this oxidation can negatively impact the bone min-
emlization [100]. By using non<tumour cell lines, Camblin et al.
genembed 30 cultures to study osteoblastic and ostenc astic differ-
entiation | 101]. Based on hiphasic calcium phosphate microbeads
scaffolds, these authors induced the proliferation of MSCs that
adhered and proliferated with abundant production of collagenous
ECM. Imterestinghy, the systern promoted the co-cultures of differ-
entiated MSCs with osteoclasts generated from peripheral blood
(D14-positive monocytes. Altogether, the system was able w
mimic bone precursors behaviour and established a valid non-
tumour approach to study drugs for bone healing, ostecpomsis
and OF biology [101]. The production of hybrid scaffolds as the
combination of layers of biodegradable polymer pobye-
caprolactone) (PCL) and layers of chitosan in combination with
HA by electmos pinning method resulted in continuous micro- and
nano-fibers with high surface area and micropores that provided
optimal attachment and proliferation of Sa052 05 cells with high
mineralization activity [102]. Bioprinting methods have been also
uwsed to produce hybrid hydmeoyapatite-chitosan-genipin hyd -
gels to analyse namomechanical properties of genermted bone tis-
sue  [103]. Bioprinter hybrid scaffolds mesulted in a good
struc fured TME that favoured 3D MGE3 OS5 cell adhesion, culture
and proliferation [103], indicating that bio printing met hods consti-
tte interesting platforms to analyse how the composition and
architecture of ECM impact bone mineralization

Other types of scaffold met hods for 30 culture of 05 cells imply
the use of stirred-tank bioreactors [104]. Base on this equipment,
Chen et al developed a ibrous bed bioreactor with a 30 polyester
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fibrous matrix that resulted in a better production of 1438 0%
spheroids compared to 2D cell cultures. Moreover, they gawe evi-
dence that a 3D scaffold favoured the metention of viable and
non-apoptotic tumour cells together with a long-term stability
[104]

2.1.6. 3D culture methods for deciphering osteosanooma melasiabc
process

05 cells are characterized by their ability to spread to distant
tizsues forming metastases (lung and bone) as cawinomas. To
understand the process of cell dissemination and metastasis devel-
opment, 30 bone tissue cultures were produced wsing a microfi-
idics device to mimic and analyse the “metastatic™ installation in
bone [ 105]. Hao et al [ 106] developed a bane-on-a-chip microfia-
idic device in which they generated mature osteoblastic tissue
using the MO3IT3osteoblast precursors cell line. Cells produced a
layer of heavily minemlised collagen fibres up to 8% pm in thick-
ness. By using this system, they analysed similarly the capability
of metastatic breast cancer cell line { MDA-MEB-231) to invade bone
tissue After 14 days of co-culture, cancer cells seeded and invaded
the apical layer of mineralized bone tissue in an “Indian file” and
formed “micro-metastases™ [ 106]. Choudhary er al developed an
interesting micmofluidic POMS device that contained culture cham-
bers in which primary human osteocytes were cultured in the
presence of collagen-coated biphasic cakcium phosphate microbe-
ads for producing bone tissue in hypoxic conditions. Co-culture
of conditional reprogrammed prostate cancer cell line ( PCa3) with
3D osteocyte culture induced an increase of fibroblast growth
factor-23, RANKL mRMA expression levels and alkaline phosphate
activity by osteocytes that was associated to an increase of the
mineralization process. These resulis suggested that 3D microflu-
idic devices can be useful to better understand the metastatic pmo-
cess induced by primary tumowrs in bone tssue [107] 3D
microfluidic devices were also used to analyse the cell traction
force in confined TME [108 | This device consisted in deflectable
POME microspots included in micro-channeks with different wide
cross-sectons. Migration test using HOS 05 cells demonstrated
that, in contrast to what observed in non-confining micmchanneals,
turmour cell traction forces did not depend an myposin-11. This result
showed that migration mechanisms of mmaour cells during metas-
tasis can vary depending on tissue structure, which compromises
anti-metastatic drug appmaches. Moreower, the traction fone
devices msulted in an appealing approach for new anti
metastatic drug selection screening [108].

2.1.7. Combingrion of 2D and 30 culture methods for the study of new
vessels during osteosarcoma deve lopment

An altemative to the development of complex 3D micro sys-
tems is the combination of 20 and 3D cultures. To study angiogen-
esis process during tumour development, 30 MG-63 05 spheroids
were generated by hanging drops using Gravity PLUS plates, reach-
ing a size of 400 pm in diameter, and co-cultured with a HUVEC
endothelial monolayer [109] MG-63 05 spheroids produced simi-
lar BECM compared to in vive tumours and acquired similar mmour
amhitecture with proliferation cells at the periphery and quiescent
cells at the centre of the spheroids. The generation of a hypooia
compartment induced the production of VEGF factor by tumour
cells promaoting proliferation and differentiation of HUVEC to pro-
duce vascular tubule-like strucures. Using dog 05 cell lines (D22
and D17) and 3D collagen gels, Massimini ef al demonstrated that
a naon-human 05 model was azsociated with induced vasculogenic
mimicry and that 17-AAg drug abolizhed tumour progression and
micro vascular channel formation [110]
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2.1.8. 30 Ewing samoma culiere models

ES is the second most common paediatric bone malignancy and
the thind most frequent primary bone sarcoma after 05 and C5. In
addition to the EWYETS fusion gene which is at the origin of the
disease, numemus investigations highlighted the contribution of
the TME in the progression and malignancy of ES [111]. Similady
to 05, scientific community has put their effort to set up new
in vimme ES models (Table 1)

219 Drug resistance in 30 Ewing cell cwlunes

Elec trospun palymeric scaffolds based on the inent polymer PCL
have become a promising 30 platform to study mechanistic and
drug resistance processes in TC-T1 ES cell line TC-71 3D culture
repmoduced morphology, proliferation and protein expression sim-
ilar to ohservations in human tumours, As remarked in 05 models,
a 3D configuration induces more resistance to drug treatment
{doxorubicing than 2D cultures [110,112] Interestingly, the PCL
30 model revealed that the ICF-1R/mTOR signalling pathways
were highly activated in ES 30D models and these pathways played
a key mle inthe upmodulation of tumour cell adhesion, identifying
ICF-1R/mTOR signalling pathways as new potential targets for
drug treatment in ES [111]. Similady, Santoro et al emphasized
the role of IGF1/IGF-1R pathway and biomechanical TME stimula-
ton in drug resistance by using similar 30 models [113]. These
data are in agreement with the recent study published by Molina
et al. [114] Indeed, these authors demonstrated that 3D TME
favoured the downregulation of IGF-1R via mTOR pathway, which
was accompanied by a reduction of the clathrin-dependent nuclear
localisation and transcription activity of IGF-1R [114]. TC-T1 3D
culture was exposed to different shear stresses close to those
observed in bone microeenvironment in a flow perfusion bio reactor.
Under shear stress, 30 ES cells enhanced cell tumour proliferation
and induced an increase of IGF1 pathway compared to 2D cultures.
Besides, the increase of IGF1 levels was associated to the resistance
to dalotuzumab (an inhibitor of 1GF1 receptor) and the downregu-
lation of the c-KIT and HERZ oncoproteins [113]. These data sug-
gested that biomechanical forces impacted the progression and
malignancy of ES cells [113]. When ES spheroids were grown in a
30 mimic bone tissue, there was an increase in ERK1/2 phosphory-
lation and RLNX2 protein levels associated to drug resistance that
was not ohserved when the same cells were cultured in 2D [115]
Interestingly, an increase of RUNXZ level was similarly observed in
patients suffering from ES [115]. All those data suggest that ECM
dizplays a key mle in ES drug resistance by induction of specific
mechanotranzduction signalling pathways including RUNXZ.

2110, Impact of tumowr micreenvirgnment in 30 Ewing cwlfures

ES are characterized by a mpid development of multidrug resis-
tance due to the overexpression of Multidrug resistance associated
protein-1(MRP1) and ABCE1 [116 | Similarly to O, the drug resis-
tanceof EScells was also related to aset of stem cells with tumour-
initiating properties with a development dependent of TME [116].
Supporting this idea, ES sphemids produced by ulma-low attach-
ment method under serum-free conditions failed to generate
tumour-initiating cells [117]. Although ES cells (VH-64, TC-32,
TC-T1 and A4573) form spheroids in serum-free media with a
diameter ratio of 200 pm and with phenotypes similar to 2D cul-
tures, none of them was able to self-renew or expand in a clono-
genic manner indicating that TME & a key factor for ES
enrichment [117]. Reinforcing the mle of TME in ES development,
Villazante et al. developed an interesting 30 model based on the
combination of an engneered bone tissuewith spheroids produced
from different ES cell types (RD-ES, SKE-M-MC and EWS-CFP) [11E]
Bone tizsue was generated from induced osteogenic differentiation
of human MSCs in a native bone ECM, whereas ES =p hemids wene
formed thank to the intrinsic nature of ES cells to generate cell

289



ANNEXES

| Mumer-Giarole, C Jubstin, Ausbe loocouem o ol

aggregates after long period of culture (one week at 37 °C in Eagles
Minimum Essential Medium supplemented with 10% Hyclone FEV
|1149]). The co-culture of these ES sphercids in the tissue bone
matrix recapitulated the tumour behaviour, including the re-
expression of focal adhesion and related cancer genes, generation
of a hypaoxic and glycolytic phenotypes and developrment of angio-
genesis potential [118]. This study pointed out the requirement of
specific niche configumtion for proper development of ES. Repro-
duction of hypoxic conditions is indeed necessary to better under-
stand how tumours develop angiogenic mechanism. Agar coated
plates were used to induce AGTI ES spheroids that were mowved
to a hypoxia chamber for analysing the functional relationship
between hypoxia spheroid cell distribution and DMNA damage
response |120]. Under hypoxic conditions, AET3 ES sphemids dis-
played a stratification of cellular population from necrotic cells at
the mucleus of the spheroids to proliferating cells located at their
surface. Moreover, cells localized at the nuclear and perinuclear
zone of the sphemids were characterized by an increase of -
H2AX via the ATM DMA repair pathway, indicating that this
approach can be used for anti-ATM dmug development in ES
|120]. Recently, a mew appmach was described for encapsulation
in alginate spheres of ES cells isolated from patient derived xeno-
grafts without losing their phenotype [121]. While ES primary cul-
tures wene maintained for at least one month, cells at the core of
spheroids did not undergo to hypoxia which is a key step of
tumour angiogenesis That could be due to the limitations inspher-
oid size by the alginate beads tested (<200 um), as hypoxia has
been observed when spheroids reach a size ower 400 pm [122
wverall, this method has an interesting potential as drug screening
platform and can be easily implemented for hypoxia studies. In
addition, encapsulation of different cell types in alginate beads
can be a wseful tool for cell-to-cell interactionsin ES

22 30 chondrosorooma cwlture models

(5 is the second most frequent bone cancer characterised by the
production of malignant cartilaginous matrix [122,124]. Surgery is
the only effective medical treatment as 5 are characterized by a
high resistance to chemo- and mdiothermpy. However, the mecha-
nisms that contmol and regulate C5 differentiation are still not well
defined. MSCs can undergo into chondmogenic differentiation and
have been used to understand the gene expression that determine
3D chondrogenic mechanism [125]. Chondrogenic differentiation
of M% s was associated to an increase of SERPINAT and SERPINAT
mRMA expression. Moreover, secretion of SERPINA-1 correlated
with chondrogenesis and dedifferentiation during chondrocyte
expansion, suggesting that SERPINA1 could be considered as a
marker of chondrocyte differentiation [125]. Similarky, MSCs were
used for studying chondrocyte differentiation in spheroids and
simultaneous gene expression profiles to determine genes implied
in pre-<chondmgenic and chondrogenic phenotype compared to
tumour samples | 126]. Comparative gene analyses allowed the
identification of two clusters that mainly include ECM compo-
nents, emodelling matrix enzymes and few growth factors useful
to predict the clinical behaviour of C5 subtypes [126].

2.3. 30 models as rool to wnnavel drug resistance in chondrosancoma

As mentioned above, C5 am rmesistant to conventional
chemotherapies. C5 cell resistance can be explained in part by
the structure of the tissue and its denze hyalin BCM composition,
indicating that 30 models will become crucial took to better
understand the mechanismunderlying CS drugresistance (Table 1 L
Comparison study between 2D and 3D chondmogenic spheroids
from different origins (SW1353, CALTE and OUMS2T) and new
established O5 cell line from primary tumour biopsy (CHO3, CH34
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and CH56) showed that 3D C5 sphemids were mare resistant to
chemotherapeutic drugs { Doscorubicin and Mafosfamide) than 2D
cultures [127]. As shown by RT-gPCR, these cell lines cultured in
2D cells lost expression of several genes (COL2A1, COMP, ACAN)
implicated in cartilage development that was restored in 3D cul-
tures. Moreower, the capacity of each cell type to produce cartilagi-
nous matrix was directly related to its drug resistance | 127]. These
data suggested a direct functional relationship between cartilagi-
nous matrix composition and chemoresistance. Similady, spher-
oids produced by CH2ETQ, OUMS2T and LE3I5S cell lines weme
used to determine the mechaniam involved in resistance to cis-
platin and doxorubicin [128]. 3D spheroids were generated by dif-
ferentiation of cell lines after long period of culture (& weeks in
chondrogenic medium, see [129]) and exhibited 5 phenotype.
Exposure to chemotherapy agents highly activated the multi-
drug resistance pumnp (ABCE1) in all &5 3D spheroids. Inhibition
of the anti-apoptotic BCL-2 family members by specific drug
(ABT-T37) resulted in a sensitization of 3D 5 to doccorubicin.
These mesults indicated that tumour drug resistance does not rely
only on ECM composition and that other mechanisms must be
implied and be considered as potential targets for development
of new (5 thempies. Taken together, these data demonstrated that
the mimicking of the cell behaviour and ECM of C5 is the added
value of 3D cultures. As discussed for OS5, non-adherent surface
methods can be uzed for obtaining multicelnlar umour spheroids.
Combination of non-adherent plates and 0L5% met hylcellulo se gen-
erated C5 spheroids from the HEMC-55 cell line [130]. HEMC-55
spheroids developed 5 tumour features as proliferative cell popu-
lation at the periphery of a hypoxic and apoptotic core, with ECM
rich in ghcosaminoghrcans and VEGF excretion (Fig. 4 .. Moreowver,
this model recapitulated the drug resistance phenotype observed
in C5 tumour for classical chemothempy agents [130] While stll
far for mative tumour environment, the absence of complexity to
genem@te this 3D system and its close features to the in viw
tumours make it a convincing model for massive drug screening.
In thizs way, HEMC-55 sphemid model was uwsed to evalate the
effect of new hypoia-activated pro-drugs that target the rich pro-
teoglycan ECM of (5 [131]. Thiz study showed that quatemary
ammonium, which is characterized by a positive charge that inter-
acts strongly with the negative charges present in the proteoghy-
cans [132], could be used as an adjuvant for C5 drug targeting
|131]. Generation of C5 3D cultures by similar hanging-drop meth-
ods showed the potential of the ionophore salinomycin (SAL) as a
new anti-C5 drug [133 ] SAL resulted in a strong cytotoodic effect
inboth 2D and 30 SW1353 (grade 1) 5 model by inducing cellular
apoptosis via caspase activaton [133). Another appmach to pro-
duce 3D 5 system consists in the use of natural or synthetic mate-
rial that can serve as substrates for the formation of fwmowur mass
celk in cartilage or chondrosarcoma niches. Alginate hydrogels
were used to analyze the invasion and drug resistance of &5 models
[134]. Compared to other biomaterials as collagen and Matrigel™,
alginate is characterised by aninert and stable compaosition, which
is translated in a more reproducible method to generate beads for
encapsulation. Alginate encapsulated CH2E874, 012 and 5W1353
5 cell lines, compared to a 2D culture, were characterized by a
long-term lifespan with genemtion of a hyaline-like cell matrix
and demonstrated that 30 cultures recapitulated cell matrix gene
expression. Interestingly, CHZETD cell line displayed an evasion
phenotype from the beads compared to the other cell line models.
This was somehow in coberence with the grade of malignancy 111 of
this cell line wheneas the other two are grade [1. This data suggests
that alginate beads are useful to analyze C5 cell invasion proper-
tes. Thus, it can be combined with drug screening as alginate
beads &% 3D model summed up the chamcteristic drug resistance
phenotype of 5 cell lines [134]. In agreement with this result
and by using same methodology, Palubeckaite et al showed that
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Day 5

30 pm
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Day 13

50 pm

Fig_ 4. Cell subpopul ation in an 05 spherold. Spheroids are caracrenised by 2 aontinoum sobmet of cells that goes from apo potc or bonedile MSC non-d viding ek (in
med) 1o a peripheral proliferative submet of cells (green cells) 10,000 CFP-MNNGHO 5 ool ks were seed ed into 2 Sé-muttiwells low-attachment plate and cubtured for 13 days.
PPictures showed population evolbion from day 5 to day 12 G expressing MW NGHOS asteosaroma cells stained wath DiD (ThemmoFisher) o show the retention of DiD by
2 non-pralifemting subpopul ion of the s in the formed 5 pheroid and imaged nzing flusrescent miooscopy. Salke bar orresponds to 50 @m_ (For intempretation of the
mederences oo milour in this figure legend, the reder is redermed to the weh vemion of this arbide )

5 3D sp heroids reproduced similar phenotype that in vive OS5 with
production of an ECM enriched in collagen 11 and resistance to
chematherapeutic agents as dosorubicin, cisplatin, temozolomide
and ¥YM-155 [135]

5 are resistant to radiotherapy. Hamdi et al developed a 3D
approach to analyse the impact of linear energy transfer ionizing
radiation (LET) in O% [136]. Due to its relative photon radio-
resistance, metastatic potental and cartilage phenotype,
intermediate-grade 11 51353 C5 cell line was used as a model.
3D culture was performed by using a collagen sc affold and hypooic
conditions (2% of 0, ) to mimic in vive cartilage emvironment. Expo-
sition to low and high LET mdiation showed that 3D cultures
resulted in a more resistant phenotype with a delayed response
of DMA repair mechanisms (evaluated by H2AX expression post
radiation ] than 2D cultures, where cell were grown in monolayer
conditions and normoxia (20% cogygen). The main difference
between culture methods relied in the microenvironment condi-
tions, which implied that the micrenvironment played a key role
in the mdiation resistance of (5 and should be considered when
determining the depth-dose profile in mdiation therapy of SC
[136]

23.1. Chondrosaravma 3D culture approaches o investgate cell
adhesion, migration and cell- to-ce ll interactons

30 €8 cultures were used to determine the impact of TME
charges during cell adhesion | 137]. Titanium beads from 400 to
500 pm were modified by deposition of polyelectmolyte multilayer
film that conferred a positive or negative surface charge In the
presence of negative charges, human HCS-2/8 5 cells exhibited
cytoplasmatic stress fibres that were totally absent when positive
charged TME were tested, indicating that anionic charges affected
cytoskeleton organisation. Moreover, anionic but not cationic sur-
faces promoted two modes of pseudopod formation by HOS-2/8
cells, in a random progression and as a “cell recognition signal®.
This phenomenon was associated with a cellular mechanism to
optimize the anchoring process. Interestingly, cells developed
pseudopods on cationic surfaces when cells were cultured in the
presence of conditioned medium obtained from an anionic culture,
suggesting that this process was regulated by an exocytotic mech-
anism. This mechanian was linked to the MAPK ERK1/2 pathways
as phosphorylation levels were increased inthe presence of anionic
charges and reduced when cationic surfaces were assessed [137]
Owerall, these studies sugmested that ECM has a relevant role in
% cell adhesion and migration.

As described for OS5, direct or indirect cell-cell interactions
between C5 cells and cells of the local microenvironment can be
analysed by combination of 30 and 2D cultures. In a recent study,

Minopoli et al. analysed the contribution of pro-fumoral M2
macrophages to C5 development | 138]. Pimary 5 cells were iso-
lated from patient biopsies and cultured by hanging drop methods
to produce 3D spheroids and then co-cultured in collagen) fibrob-
last matrix with blood isolated monocytes. The size of C5 spheraids
increased in the presence of monocytes, probably due to an
increase of (5 cell invasive capability induced by monocyte factors.
And reciprocally, (5 cells induced monocyte differentiation into a
pro-tumoral M2 phenotype. These observations indicated a cross-
talk between (5 cells and macmophages through soluble mediators
|13E] The induction of C5 proliferation by macrophages was inhib-
ited by the addition of urokinase receptor (uPAR -d erived synthetic
peptide RI-3 which was known to reduce the monocyte migration
[139]. In this context, RI-3 could potentially avoid the recruitment
of monocytes to 5 niches and reduce proliferation and angiogenic
properties of C5 tumouwr | 138].

Recently, an innovative method was developed to assemble 3D
5 sphemids by levitational forces by using low doses of gadobu-
trol salt [140] As biclogical tisswes are considered to be diamag-
netic, they can be levitated when pammagnetic medium is used
Pammagnetic ions of Cadoliniuml11){ Gd** ) have been widely used
as a contrast agent but are characterised by cytotoxicity at high
concentrations and lower concentration of Gd** did not allow cell
levitation. However, by using high magnetic fields, Parfeno et al
induced SW 1353 CS5 spheroid magnetic levitational bio assembly
in the presence of lower doses of gadobutrol (08 mM). The sdy
revealed minimal cytotoxicity by the magnetic field and opens a
new area in the domain of micmgravity and tumour biology
[140] In the meantime, further studies may be needed to deter-
mine if high magnetic fields have an impact in cell behaviour,
genomic and protecmic expression pattern

3. Conclhsion and future perspectives

Primary bone tumour progression and metastasis rely on the
particular combination of bone MSC differentiation and physiolg-
ical, structural, bioschemical TME interactions. 2D cultures werne
considered fora long time as a valid appmach for improving the
knowledge in tumour biology. Many studies gave evidence that
20 cultures did not reflect the real nature of tumowrs, as many
treatments that were effective in 2D failed in clinical trials. In this
context, development of 3D culture approaches that mimic TME is
a mew perspective. Im particular, the use of natural materials
already presents in the bone ECM or synthetic materials as scaf-
folds for 30 bone culture generation demonstrates to be promising
approaches for the study of mmour invasion, metastasis, angiogen-
esis processes and antifumour drug development. Momeover, the
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development of nowel technologies in 3D cultures as microfluidics
and bioprinting that allow the genemtion of customizable 3D sys-
tems constitute afully scientific revolution. These technologies can
be combined with other 3D technigues and allow the creation of a
fully controlled TME that reproduces the native configuration of
bone tumours, including cell4o-cell or tissue interactions cell
adhesion, proliferation and migmation, EMC structure and composi-
ton, physiology pammeters as hypooia, shear stress and mechan-
ical forces. This 3D technological evolution will be an excellent

opportunity for the identification of new bone therapeutic targets
and drug discovery in bone sarcoma field
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Evaluation des effets et du devenir de xénobiotiques dans un contexte d’administration orale par

I'utilisation de méthodes alternatives in vitro

Mots clés : Xénobiotiques, affitines, herbicides, barriére intestinale, perméabilité cellulaire

Résumé : Les xénobiotiques représentent toutes les
molécules étrangéres a [lorganisme humain
auxquelles il sera exposé au cours de sa vie. Pour se
prémunir de leurs potentiels effets néfastes, le corps
possede des barrieres biologiques. Lorsque les
Xénobiotiques entrent par la voie orale, c'est la
barriére intestinale qui va étre la plus impactée.

Aussi, notre objectif est d’utiliser des modeles in vitro
simples et reproductibles pour [I'évaluation du
comportement de xénobiotiques sur cette barriere.

La premiere partie de cette étude a porté sur le
comportement d’'une protéine de ciblage de la barriere
a visée thérapeutique (affitine) dans le tractus digestif.

Dans ce sens, des modéles synthétiques
reproduisant le liquide gastrique et intestinal ont
permis de tester sa résistance aux contraintes
physico-chimiques. Les outils d’ingénierie protéique
nous ont permis de modifier I'affitine pour qu’elle lutte
plus efficacement contre les conditions extrémes de
la voie orale.

La deuxiéme partie du projet s’est consacrée aux
xénobiotiques présents dans les eaux de boissons.
L’action de différents herbicides a été testée sur un
modele de barriére intestinale reproduit avec une
lignée cellulaire Caco-2 différenciée. Comme la
perméabilité cellulaire est un élément-clé dans
’lhoméostasie intestinale, une investigation plus
poussée a été menée sur les protéines de jonctions
cellulaires.

Face a une augmentation des expositions aux
xénobiotiques, il y a un intérét croissant d’identifier
leurs effets déléteres ou non sur la santé humaine.
Nos travaux, pris dans leur ensemble, mettent en
évidence que des méthodes alternatives in
vitro sont d'excellentes approches pour extrapoler
des situations in vivo. Elles permettent d’étudier
les impacts des xénobiotiques sur notre
organisme, de facon prédictive et rapide, et sans
I'utilisation de I'expérimentation animale.
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Abstract: Xenobiotics are all molecules that are
foreign to the human organism and to which it will be
exposed during its life. To protect itself from their
potential harmful effects, the body is equipped with
biological barriers. When xenobiotics enter the body
orally, the intestinal barrier is the most impacted.

Our objective is to use simple and reproducible in vitro
models to evaluate the behaviour of xenobiotics on
the intestinal barrier.

The first part of this study focused on the behaviour of
therapeutic barrier targeting protein (affitin) in the
digestive tract. First, synthetic models reproducing
gastric and intestinal fluids were used to test its
resistance to physicochemical constraints.

Protein engineering tools have allowed us to modify
the affitin to fight more efficiently against the extreme
conditions of the oral route.

The second part of the project focused on
xenobiotics in drinking waters. The action of
different herbicides was tested on a model of the
intestinal barrier reproduced with a differentiated
Caco-2 cell line. As cellular permeability is a key
element in intestinal homeostasis, further
investigation was carried out on cell junction
proteins.

With increasing exposures to xenobiotics, there is
a rising interest in identifying their deleterious or
non-deleterious effects on human health.

Our work highlights that alternative in vitro methods
are excellent approaches to extrapolate from in
Vivo situations. They allow us to study the impacts
of xenobiotics on our organism, in a predictive and
rapid manner, and without the use of animal
experimentation.



