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Contexte Général de la Thèse 

 

Cette thèse a été effectuée dans le cadre d’un Consortium Régional nommé MiBioGate 

porté par le Docteur Michel Neunlist et piloté par Carine Gimbert. La thèse est le fruit d’un 

travail dirigé par le Docteur Axelle Renodon-Cornière (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 à l’Université de Nantes, 

dans 2 équipes différentes du CRCINA. D’une part dans l’équipe 13 « oncologie nucléaire » à 

l’Institut de Recherche en Santé (IRS-UN) et d’autre part dans l’équipe 9 « apoptose et 

progression tumorale » au Laboratoire de Biologie des Cancers et de Théranostic (LabCT) situé 

sur le site René Gauducheau de l’Institut de cancérologie de l’Ouest (ICO). C’est suite à un 

changement de laboratoire en cours de ma thèse que la thématique a évolué, passant de 

l’étude de l’administration orale d’une protéine alternative aux anticorps à l’évaluation des 

effets d’herbicides sur la barrière 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 à médiation Cellulaire Dépendante des Anticorps  
ADN  Adenosine Diphosphate 
ADEME  Agence de l'environnement et de la maîtrise de l'énergie 
AFA  Association François Aupetit 
ALCL  Alachlore 
AMPA  Acide amino-méthyl-phosphonique 
ANSES Agence nationale de sécurité sanitaire de l'alimentation, de l'environnement et du travail  
ARS  Agence Régionale de santé 
ATP  Adénosine Triphosphate 
Atz  Atrazine 
  

B 

BCA  Acide bicinchoninique  
BHE  Barrière Hémato Encéphalique 
BSA  Sérum de veau fœtal (Bovin serum albumine) 

 
C 

CA  Cocktail: Atz + DEA + DIA + DEDIA 
Caco-2  Cellules d’adénocarcinome de côlon humain 
CCK  Cholécystokinine 
CCR  Cancer Colorectal 
CD  Dichroïsme Circulaire (Circular Dichroism) 
CDR  Région Déterminant la Complémentarité 
CIRC  Centre International de Recherche sur le Cancer 
CL  Claudine 
CL50  Concentration Létale 50 
CM  Cocktail : Mtc + ESA + OXA 
Crb  Crumb 
CRCINA  Centre de Recherche en Cancérologie et Immunologie Nantes Angers 
CSI  Cellules Souches Intestinales 
CT  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  Modèle Gastrique Dynamique 
DIA   Désisopropyl-Atrazine  
DOL   Degrés de marquage  
DTT  Dichlorodiphényltrichloroéthane 
 

E  

E-cad  E-cadhérine 
ECS  Cellules Souches Embryonnaires 
EDCH  Eaux destinées à 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 à jeun  
FaSSIF Milieu synthétique intestinal à 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 

HCl  Acide Chlorhydrique 
HGS  Modèle de Simulation Gastrique humaine 
HIEC  Cellules Epithéliales Intestinales Humaines 
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INTRODUCTION GENERALE 

 

En biologie humaine, le concept de barrière a été appliqué pour des systèmes biologiques 

présentant plusieurs mécanismes de protection pour lutter contre les agressions extérieures : 

barrière cutanée, intestinale, pulmonaire, hémato-encéphalique, hépatique, etc. Lorsque ces 

barrières sont altérées elles peuvent être à l’origine de pathologies graves ou invalidantes. Les 

maladies touchant la barrière intestinale sont le plus souvent chroniques comme la maladie 

de Crohn, les rectocolites hémorragiques, les syndromes de l’intestin irritable ou les cancers 

colorectaux. D’après l’association François Aupetit (AFA), chaque année, 10 millions de 

personnes sont touchées de maladies inflammatoires chroniques de l’intestin à travers le 

monde. L’identification précise des facteurs à l’origine d’une atteinte de la barrière intestinale 

reste irrésolue. 

La notion d’exposome a émergé pour faire apparaître la complexité des facteurs 

environnementaux, en opposition aux facteurs génétiques, qui nous entourent. Cet exposome 

s’intéresse à 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 à des rejets récurrents dans l’environnement. Certaines molécules 

telles que les pesticides, métaux lourds ou encore gaz chimiques se retrouvent dans l’air que 

nous respirons, l’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 connaître leurs effets sur la santé à l’aide 

des méthodes les plus robustes et prédictives possibles. Alors que l’utilisation des animaux a 

longtemps été la référence pour étudier les effets toxicologiques des biomolécules, 

l’avènement du principe des 3R (Réduire, Raffiner et Remplacer) en 1959 avec Russel et Burch, 

favorise à présent les méthodes substitutives à l’expérimentation animale. L’évolution 

constante des modèles biologiques, et de la bio-informatique associée à l’essor des outils 

d’analyse plus performants offrent des perspectives prometteuses. 
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La question est alors de connaître les interactions de ces molécules, une fois assimilées, 

avec la barrière intestinale. Dans le cas des médicaments, nous savons que les molécules 

thérapeutiques doivent passer intactes et en quantité maximale au travers des barrières 

biologiques. Contrairement à une administration par injection intraveineuse, l’administration 

des molécules thérapeutiques par voie orale fait face à 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 barrière intestinale se fasse sans induire de 

modification délétère pour l’organisme.  

Objectif général – L’objectif principal de ce travail est d’étudier les barrières biologiques sous 

le prisme des interactions avec les xénobiotiques. En combinant plusieurs méthodes 

expérimentales alternatives à l’utilisation des animaux, nous avons cherché à évaluer les effets 

de plusieurs molécules vis-à-vis des barrières biologiques qu’elles rencontrent. Parmi les 

xénobiotiques étudiés nous avons choisi 1) une protéine à visée thérapeutique et 

diagnostique nommée affitine qui pourrait être administrée par voie orale et qui par 

conséquent circulerait dans le tractus gastro-intestinal 2) des molécules chimiques aux 

propriétés phytosanitaires (herbicides) retrouvées dans l’eau de boisson destinée à 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 première partie consiste en 

une revue bibliographique détaillant les éléments abordés précédemment. Cette partie 

combine par chapitre les notions de barrières biologiques, de xénobiotiques et de modèles 

expérimentaux. Elle permettra de résumer et de rappeler les grandes lignes indispensables à 

la compréhension des différents travaux réalisés et exposés dans les parties suivantes. La 

deuxième partie décrira le matériel et les méthodes employés pour la réalisation des études 

expérimentales. La troisième 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 quatrième et dernière partie 

reprendra les résultats importants et conclura sur les méthodes de routines à mettre en place 

pour étudier les effets de xénobiotiques sur la barrière intestinale. Les perspectives qui 

découlent du projet de thèse seront également abordées. 
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Les Xénobiotiques représentent toutes les substances au sein d’un organisme vivant qui 

lui sont étrangères : ils ne sont ni produits par l'organisme lui-même, ni contenus dans son 

alimentation. Le xénobiotique peut alors intervenir dans les processus biologiques d’un 

individu et conduire à une action sur l’organisme vivant qui le contient. Par exemple, en 

prenant un paracétamol pour soigner son mal de tête, un individu va sciemment prendre un 

xénobiotique pour que ce dernier agisse et produise un effet antalgique. Il en va de même 

lorsque ce même individu boit une gorgée d’eau provenant d’une rivière. Des xénobiotiques 

dont il n’a pas connaissance vont entrer dans son organisme et vont pouvoir agir sur différents 

paramètres physiologiques. Le devenir d’un médicament est un processus bien connu, si l’on 

considère que tous les xénobiotiques suivent le même schéma, comment circulent-ils ? 

 

Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme 

Le corps humain peut être apparenté à une succession de compartiments avec des 

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

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

organes.  

 

1. Suivi du devenir d’un xénobiotique 

 L’absorption 

Tous les médicaments destinés à avoir une action sur l’organisme passent dans la 

circulation sanguine. En revanche, tous les médicaments ne rentrent pas dans l’organisme par 

la même voie (Figure 1). Il en va de même pour les xénobiotiques. La première étape du 

devenir d’un xénobiotique passe par l’Absorption. Il s’agit du processus par lequel le 

médicament passe du site d’administration à la circulation générale. Les voies d’entrée pour 

les xénobiotiques sont nombreuses, les plus courantes sont liées à nos besoins vitaux avec la 

respiration (la voie d’inhalation) et l’alimentation (la voie orale aussi appelée digestive ou la 

voie sublinguale). D’autres peuvent être 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 à la voie orale qui présente une grande surface 

d’absorption, la voie sublinguale offre une absorption limitée mais cependant très 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 déjà traverser la paroi de l’estomac pour rejoindre la circulation sanguine. Il peut 

aussi poursuivre son chemin dans l’intestin et/ou être 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’être distribué dans tout le corps pour y exercer son action, va passer 

par le foie et peut y être en partie transformé voire éliminé : il s’agit de l’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 l’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 complète et plus ou moins rapide en fonction de ses 

propriétés physico-chimiques, car le xénobiotique peut très bien emprunter plusieurs voies 

pour rejoindre la circulation générale.  
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 La distribution 

La distribution est la deuxième étape et correspond au processus de répartition du 

xénobiotique dans l’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) (Björkman 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 à la fois variable 

d’un xénobiotique à l’autre, mais également réversible (Lapicque et al. 1986). La forme libre 

peut se diffuser à travers les barrières d’organes pour être 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 

l’organisme. Les caractéristiques physico-chimiques du xénobiotique, et donc sa capacité à 

franchir les membranes vasculaires et cellulaires, vont jouer sur la biodisponibilité (Gleeson, 

Ryan, et Brayden 2016). L’état de santé de l’individu est un facteur important, en effet, l’âge, 

les pathologies préexistantes, l’irrigation des organes ou tissus et le débit sanguin vont faciliter 

la distribution des xénobiotiques dans la phase tissulaire.  

C’est lors de l’étape de diffusion que l’on va pouvoir apprécier l’effet du xénobiotique. Cet 

effet est directement lié à sa capacité de liaison avec une cible ou un site d’action. Les sites 

d’actions sont multiples, si l’on reprend l’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 à travers les membranes des cellules comme les 

pompes à protons, les agents pathogènes (virus, bactéries, champignons) (Gashaw et al. 

2011). Le xénobiotique peut également intervenir par son interaction physico-chimique avec 

l’environnement du compartiment. 

 

 La métabolisation 

La biotransformation du xénobiotique conduit à sa dégradation progressive. La succession 

de réactions ou l’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 à la formation d’une ou plusieurs entités appelées « métabolites » 

(Jancova, Anzenbacher, et Anzenbacherova 2010).  À leur tour, ces métabolites peuvent être 

actifs, inactifs ou toxiques et donc conduire à des effets sur des cibles d’action. Le métabolisme 

s’effectue en deux phases. Une première 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 manière 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 

stéroïdiens, les anticoagulants et les hypertenseurs (Danielson 2002). Une variabilité de cette 

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

 

 L’élimination 

La dernière étape du devenir du xénobiotique est l’élimination. Elle peut intervenir 

rapidement en quelques heures ou prendre beaucoup de temps. La finalité est l’élimination 

du xénobiotique de façon définitive de l’organisme par les urines ou d’autres voies 

secondaires comme la voie rénale, biliaire ou dans l’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 l’élimination dans le lait maternel ou la salive (Ito et Lee 

2003). 

Le phénomène d’élimination du xénobiotique soit sous forme inchangée soit sous forme 

de métabolite (inactif, actif ou toxique) après biotransformation est irréversible et très 

important pour éviter tout risque d’accumulation. Le manque d’excrétion d’un xénobiotique 

peut conduire à des effets toxiques au niveau hépatique ou rénal (Jones et al. 1993) (Pessayre 

et Benhamou 1979).  
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2. Le système digestif 

Le système digestif est le système de régulation directement au contact de notre 

environnement. Aussi les xénobiotiques, comme nous venons de le voir dans la première 

partie, vont entrer dans notre organisme et suivre divers circuits et modifications dans le but 

d’être éliminés. Dans cette partie, nous allons découvrir comment les xénobiotiques, une fois 

dans notre organisme, vont être modifiés par un des systèmes impliquant le plus grand 

nombre d’organes : le système digestif.  

 

 Les fonctions du système digestif 

Le système digestif est constitué de plusieurs organes principaux allant de la bouche au 

rectum (pharynx, œsophage, estomac, duodénum, jéjunum, iléon, appendice, côlon, 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 système sont plurielles. Le système digestif intervient dans l’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 l’organisme facilitant de ce fait l’absorption vers le sang. Le processus de 

transformation peut être mécanique avec la mastication ou bien chimique grâce à la 

solubilisation de grosses molécules (Koppel, Maini Rekdal, et Balskus 2017). La digestion 

chimique conduit à 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 système 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 l’amidon et des glucides complexes en sous unités oligosaccharidiques (3 à 10 

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

Le second compartiment correspond à l’estomac. D’une taille pouvant accueillir de 50 mL 

lorsqu’il est vide à 1 L chez l’Homme, il est composé de 3 couches musculaires fortement 

vascularisées. Il a pour rôle le stockage des aliments et le broyage du bol alimentaire par 
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l’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 l’activité gastrique 

est opéré pour éviter une surcharge de l’intestin. L’estomac produit la gastrine, une hormone 

qui permet l’augmentation de la production d’acide chlorhydrique (HCl) qui tue la plupart des 

micro-organismes ingérés avec les aliments (Schubert et Rehfeld 2019). L’estomac sécrète 

également de la pepsine, une enzyme active à 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 

muqueuse du duodénum (Diwakarla et al. 2017).. Lorsque le pH est basique, l’hormone inhibe 

la motricité de l’estomac alors qu’à l’inverse, elle a une action de stimulation lorsque le pH est 

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

Le troisième compartiment fait intervenir l’intestin grêle qui est composé du duodénum 

sur les 25 à 30 premiers centimètres puis du jéjunum et enfin de l’iléon. Il s’agit du lieu 

d’absorption privilégié des nutriments (AA, acides gras et glucides) grâce à l’organisation en 

plis, villosités et microvillosités qui augmente considérablement la surface d’échange (environ 

200 à 250 m2) (Winne 1989). Le chyme nouvellement entré dans le duodénum va être une 

nouvelle fois dégradé par l’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 

grêle 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, être émulsionnées par l’action des sels biliaires 

provenant du foie, puis être 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 système digestif 

 

Les éléments monosaccharidiques, les AA et les acides gras à chaînes courtes pénètrent 

dans les capillaires des villosités intestinales et entrent dans le foie par la veine porte. Les 

acides gras à chaînes longues, quant à eux, pénètrent dans les vaisseaux chylifères des 

villosités intestinales et sont transportés dans la lymphe vers la circulation systémique (Dixon, 

Raghunathan, et Swartz 2009).  

Au cours de l’avancée du chyme, un liquide alcalin riche en chylomicrons et triglycérides 

est produit lors de la digestion dans l’intestin grêle (Hall, Murthy, et Wyrick 1986). La 

progression est lente et facilitée par les fibres (cellulose). Lorsqu’il ne reste presque plus de 

nutriments à absorber, le chyme arrive au dernier compartiment, le côlon. Il n’y a pas 

d’enzyme digestive à ce stade et des bactéries de fermentation (nous détaillerons plus loin 

l’importance de ces bactéries) vont libérer des gaz et synthétiser la vitamine K, vitamine qui 

pourra alors être absorbée avec l’eau contenue dans le chyme (LeBlanc et al. 2013). La matière 

résiduelle non digérée et solide donnera ainsi les fèces. 

Adossés à 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 
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du duodénum (Schaffalitzky de Muckadell et al. 1986). La CCK et la sécrétine pénètrent 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 système de recyclage est mis en place pour réabsorber les sels biliaires dans l’iléon avant 

de rejoindre le foie (Deng et Bae 2020). Le pancréas dans ce système a une fonction exocrine, 

en effet, il produit les sucs pancréatiques nécessaires à la digestion des protéines, des glucides 

et de l’amidon (Beaudoin, St-Jean, et Grondin 1989). Il effectue également un contrôle 

hormonal avec la gastrine. 

Chaque processus de la digestion est médié par le contrôle du système nerveux entérique 

(SNE). Ce système spécifique au tube digestif appartient également au système nerveux 

autonome (SNA) responsable de l’ensemble des fonctions involontaires de l’organisme. Par 

exemple dans le cas d’une activité intense de l’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 entraîner des complications pathologiques, 

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

Cette capacité est donnée par une innervation intrinsèque, localisée dans les parois 

musculaires du tube digestif, reliée par une innervation extrinsèque au système nerveux 

central. La composante intrinsèque 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 extrinsèque représente l’ensemble des 

projections nerveuses vers l’estomac et l’intestin (Uesaka et al. 2016). De façon schématique 
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un premier neurone va s’articuler avec un deuxième neurone situé dans un des plexus (Costa 

2004). L’innervation extrinsèque est responsable de la diminution de la distension et de 

l’étirement du tube digestif. Une revue intéressante détaille le fonctionnement de ces 

innervations (Furness 2000).  

Le tube digestif participe également à la production de neuromédiateurs (noradrénaline, 

neuropeptine, acétylcholine, GABA, sérotonine, dopamine, VIP) (Auteri, Zizzo, et Serio 2015). 

Cette production est parfois même majoritairement réalisée par l’intestin, c’est notamment 

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

Les neurones qui tapissent notre tube digestif naissent de la même zone embryonnaire 

que les neurones du système nerveux central. Au cours de la gestation, les cellules de la crête 

neurale migrent pour atteindre les différentes parties du tube digestif que nous avons vu, lui-

même en cours de formation (Brokhman et al. 2019). Dès la sixième semaine embryonnaire, 

les premiers mouvements intestinaux se produisent. Avec plus 500 millions de neurones dans 

l’intestin, ce qui représente une quantité plus importante que le système nerveux central, 

l’intestin a gagné le titre de deuxième cerveau.  

 

 Le microbiote intestinal 

Le tube digestif abrite 2 à 10 fois plus de micro-organismes que le nombre de cellules 

constituant notre corps. Cet ensemble de bactéries, virus, levures, bactériophages et 

champignons non pathogènes représentent notre microbiote intestinal (ou flore intestinale). 

Cette flore, n’étant pas pathogène, a longtemps été considérée comme n’ayant pas de 

fonction véritable. Pourtant, alors que notre organisme possède un système immunitaire 

performant pour lutter contre les bactéries responsables de maladies, il reste tolérant à 

l’égard de ce microbiote en vivant en harmonie avec celui-ci.  

 Le rôle du microbiote intestinal dans le système digestif 

Le rôle du microbiote reste encore à l’étude. Nous savons qu’il représente un organe à 

part entière tant ses fonctions sont nombreuses : barrière protectrice contre des 

xénobiotiques à potentiel pathogène, il intervient dans les processus métaboliques et possède 

une fonction structurale (Figure 3). 
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Fonction structurale_ le microbiote intestinal normal influence de nombreux aspects 

physiologiques chez l'hôte sain, notamment au niveau du développement neuronal (Catron et 

al. 2019), sur le système immunitaire (Gaboriau-Routhiau et Cerf-Bensussan 2016), sur le 

tractus gastro-intestinal (A. Ali, Tan, et Kaiko 2020), la régénération tissulaire, la carcinogenèse 

(Wong et Yu 2019), l'homéostasie osseuse, le métabolisme et le comportement (Sommer et 

Bäckhed 2013). Le microbiote participe au renouvellement cellulaire de la barrière intestinale 

et à la production de mucus (Paone et Cani 2020). La maturation du tractus gastro-intestinal 

est induite par de nombreux facteurs et l'un d'entre eux est le microbiote intestinal (C. L. 

Wagner, Taylor, et Johnson 2008). Le microbiote contribue à l'intégrité de la barrière de 

l'épithélium intestinal par le maintien des jonctions intercellulaires. Il joue un rôle 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 l'expression des protéines 

des jonctions serrées. En augmentant la production de Zonula Occludens (ZO), le microbiote 

favorise l’augmentation de la résistance transépithéliale (Lutgendorff, Akkermans, et 

Söderholm 2008). Il a été également démontré que B. thetaiotaomicron induit l'expression de 

SPRR2A, une protéine importante pour la membrane plasmique et le maintien des 

desmosomes (Hooper et al. 2001). 

 

 

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 à son hôte une barrière 

physique aux pathogènes entrants. La diversité des bactéries évite la prédominance d'une 

seule espèce bactérienne ou la colonisation du tube digestif par d'autres micro-organismes 

qui seraient pathogènes par exclusion compétitive. Il stimule également l'hôte à produire 

divers composés antimicrobiens. Les cellules épithéliales de l’intestin possèdent 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 entraîner des réactions 

inflammatoires en réponse aux signaux émis par certains groupes de bactéries. Le microbiote 

joue alors un rôle 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 grêle. De nombreuses espèces 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 à la 

fois une source d'énergie pour l'hôte, mais elle prévient également de l'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 

l’inhibition de la lipoprotéine lipase (LPL). Le microbiote intestinal module l'augmentation de 

l'activité de la LPL dans les tissus adipeux favorisant l'absorption accrue d'acides gras dans les 

adipocytes (Bäckhed et al. 2004). Enfin, la métabolisation des fibres par les bactéries 

fermentatrices, participant de ce fait à la transformation des nutriments lors de la digestion, 

s’accompagne d’émissions de méthane et autres gaz renforçant l’environnement faible en 

oxygène du côlon (Gerasimidis et al. 2020).   

Le microbiote intestinal est présent de l’œsophage jusqu’au côlon. Cependant, il diffère 

en fonction de sa localisation dans le tube digestif. L’estomac et l’œsophage en conditions 

physiologiques sont relativement stériles à cause de leurs pH acides. Le duodénum et le 

jéjunum comprennent essentiellement des bactéries aérobies ou anaérobies facultatives. 

L’iléon contient de façon prédominante des bactéries anaérobies tandis que le côlon possède 

des bactéries anaérobies strictes.  
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 Le dialogue entre l’hôte et le microbiote 

Les recherches pour comprendre la composition, les fonctions et mécanismes 

d’interaction de ce microbiote avec l’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 

particulièrement le rôle et les fonctions des bactéries dans ce microbiote. 

Les interactions entre le microbiote intestinal et l’hôte ne sont pas liées au hasard. 

Plusieurs mécanismes d’interaction existent tels que la symbiose, l’antagonisme, l’exclusion 

compétitive ou encore le biofilm (Marsh et Zaura 2017). Toute association entre deux 

populations d'espèces qui vivent ensemble est symbiotique, que l'espèce profite, soit nuisible 

ou n'ait aucun effet l'une sur l'autre. La symbiose correspond à l’association durable de 

plusieurs micro-organismes indispensables à leurs survies ou tout simplement mutuellement 

bénéfiques. Parmi les modes de vie bénéfiques, nous avons le mutualisme, qui améliore les 

conditions biologiques des deux espèces, le commensalisme, où une espèce profite de l’autre 

sans l’affecter, et le parasitisme où une espèce héberge l’autre. Dans la plupart des cas de 

parasitisme, l’hôte finit par subir des dommages à un instant donné du cycle de vie du parasite. 

Dans le cas d’un mode de vie nuisible, nous retrouvons : la compétition, l’antagonisme 

(inhibition d’un micro-organisme par un autre) et la prédation (consiste à se nourrir d’une 

autre espèce). Ce lien permet à l’hôte d’échapper à de nombreuses infections intestinales 

puisque les bactéries qui peuplent nos intestins vont être antagonistes à certains agents 

pathogènes. 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 l’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, l’âge, ou les origines géographiques, 

mais seraient plutôt liés à l’alimentation. Par exemple, une alimentation riche en graisse 
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animale et en protéines favoriserait l’entérotype bacteroides, une alimentation riche en 

glucides serait propice à l’entérotype prevotella, tandis qu’une alimentation riche en amidon 

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

Afin de bien comprendre l’abondance et la diversité existante dans le microbiote 

intestinal, revenons sur la classification phylogénétique établie à la suite des études de 

métagénomique et du séquençage 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 (Bäckhed et al. 2005). Ces phyla seront à 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 à 80 %), les Bacteroidetes (20 à 40 %) et les 

Actinobacteria (Arumugam et al. 2011).  

 

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 à l’autre puisque la 

composition du microbiote est aussi liée aux facteurs génétiques et environnementaux. La 

conservation des espèces dans le temps chez un individu reste néanmoins très 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 à résister aux agressions (traitements antibiotiques, 

pathologies). Même après un changement important, il revient à son état d’origine en 

quelques semaines (Shapira 2016). 

Néanmoins, le changement de régime alimentaire peut modifier au moins partiellement 

l’équilibre de l’écosystème intestinal. Des modifications transitoires de l’équilibre microbien 

peuvent intervenir avec l’apport des probiotiques (souches bactériennes) ou prébiotiques 

(substrats bactériens exogènes). 

 La modulation du microbiote 

Le développement du microbiote et sa diversité se construisent pendant les 3 premières 

années de vie d’un individu. La construction de l’écosystème intestinal est progressive 

puisqu’à la naissance, le corps est considéré comme « stérile » in utero. La première source 

de colonisation intervient avec l’accouchement et le transfert du microbiote fécal et vaginal 

de la mère à l’enfant. La diversification du microbiote se poursuit avec l’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 oxygène. Nommées « primo-colonisatrices », les premières bactéries 

font diminuer le taux d’oxygène progressivement, ce qui va ensuite favoriser l’arrivée de 

bactéries anaérobies strictes comme les Clostridium leptum (Cassard et al, 2021). Le contact 

avec le personnel médical et les parents participe à la complexification progressive du 

microbiote. Il a aussi été découvert que les microbiotes intestinaux diffèrent entre les enfants 

nés par césarienne ou par voie basse (Shao et al. 2019). Ainsi, le type de microbiote acquis à 

la naissance est essentiel pour le microbiote à l’âge adulte, car il peut perturber l’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 l’hôte et son microbiote. Une altération de cette symbiose peut entraîner un risque 

accru de maladies inflammatoires ou d’allergies au cours du développement de l’enfant 

(Cukrowska et al. 2020).  
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A l’âge adulte, le microbiote est stable et résilient aux modifications, cependant certaines 

altérations du microbiote semblent être responsables ou participer au développement de 

pathologies. La communauté scientifique se questionne donc sur les liens possibles entre le 

microbiote et la santé de l’hôte. La prédominance de bacteroidetes a été observée chez les 

individus atteints d’obésité. Les modifications du microbiote intestinal ne sont pas seulement 

induites par l'obésité, mais peuvent également favoriser le développement de l'obésité (Ubags 

et Marsland 2019). Des études suggèrent que le microbiote intestinal joue un rôle dans le 

diabète de type 2. Les personnes atteintes de diabète 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 diabète (Larsen et al. 

2010). Des avancées sur la maladie de Parkinson montrent qu’une perturbation de l'axe 

microbiote intestin-cerveau joue un rôle essentiel dans la pathogenèse de la maladie. Un 

microbiote dysbiotique pourrait être le déclencheur et/ou facilitateur de la neuro-

inflammation nécessaire à la neurodégénérescence (Keshavarzian et al. 2020). La perturbation  

dans le développement de processus neuronaux appelés "axe cerveau-intestin" est 

potentiellement à l’origine d’une stimulation neurogène anormale du système nerveux 

entérique conduisant probablement aux syndromes du côlon irritable (Rhee, Pothoulakis, et 

Mayer 2009). Le microbiote peut donc être le pivot entre l'environnement et les maladies. 

 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. considèrent l’existence d’un « continuum complexe 

entre le métabolisme endogène du génome de l'hôte, contrôlé 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 l'hôte » (Nicholson et Wilson 2003).  

Chaque type de cellule possède un métabolome intracellulaire caractéristique en fonction 

de sa fonction biologique. Chaque espèce du microbiote possède des métabolomes 

intracellulaires et extracellulaires spécifiques qui contribuent au contenu de l'intestin. Les 

échanges avec l’environnement extracellulaire pour les cellules de l’hôte et les bactéries sont 
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constants. Puisque l’environnement extracellulaire comprend les métabolites sécrétés et 

excrétés par les 2 parties ainsi que les nutriments issus de la digestion, ces métabolites 

peuvent être co-métabolisés. Ils sont alors nommés sym-xénobiotiques. La signature des 

métabolites sym-xénobiotiques que l'on retrouve dans les fluides de l'hôte, comme l'urine, 

peut donner un aperçu de l'interaction dynamique entre la communauté microbienne 

intestinale et l'hôte 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 

être un facteur dans la survenue de réactions indésirables. Dès 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 l’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 β-glucuronidase de 

E. coli, B. vulgatus and C. ramosum conduit à la conversion du SN-38-G, un métabolite actif 

non toxique de l’Irinotecan utilisé dans les chimiothérapies contre le cancer du côlon, en un 

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

 

3. Les barrières biologiques : une protection suffisante contre les 

xénobiotiques ? 

Au sein du système digestif, nous avons évoqué à de nombreuses reprises la fonction de 

barrière contre les agents extérieurs.  Ces barrières, que nous allons détailler dans cette partie, 

vont nous permettre de comprendre les actions complémentaires mises en place à l’échelle 

cellulaire contre les xénobiotiques. 

 

 Rôles et structure des barrières biologiques 

Une barrière biologique agit comme une interface entre le corps et son environnement 

extérieur. Les barrières biologiques font office de garde du corps à chaque voie d’entrée. La 

peau possède une barrière cutanée, les voies respiratoires ont une barrière pulmonaire et la 
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voie orale ou digestive est constituée d’une muqueuse buccale et d’une barrière intestinale. 

Chacune de ces barrières empêche l’entrée d’éléments extérieurs vers l’intérieur de notre 

organisme. Pour autant, elles ne sont pas imperméables à toutes les molécules. En effet, la 

fonction semi-perméable des barrières leur permet de laisser passer des molécules de 

manière sélective. D’autres barrières biologiques prennent ensuite le relais à l’intérieur de 

l’organisme. C’est le cas notamment pour le cerveau avec la barrière hémato-encéphalique et 

le système sanguin qui possède une barrière endothéliale. Ces barrières sont toutes 

composées d’une couche de cellules épithéliales organisées spécifiquement en fonction de la 

spécificité de l’organe.   

La barrière cutanée est composée d’un épiderme qui joue un rôle de perméabilité 

sélective vis-à-vis de l’environnement extérieur. La différenciation terminale des kératinocytes 

de l’épiderme apporte ainsi une protection physique. Les mélanocytes par exemple, par leur 

rôle photo-protecteur, dû à l’action de facteurs d’absorption tels que la mélanine, concourent 

à la barrière dite chimique en protégeant contre les UV (Abdayem et Haftek 2018). Enfin la 

barrière cutanée possède une composante immunitaire adaptative initiée par les cellules de 

Langerhans. 

Chez l’adulte, l'épithélium alvéolaire de la barrière pulmonaire est constitué de deux 

types de cellules épithéliales spécialisées. La cellule épithéliale pavimenteuse alvéolaire de 

type I représente environ 93 % de la surface alvéolaire, tandis que la cellule épithéliale 

alvéolaire cuboïdale de type II est une cellule productrice de surfactant (Hermanns et al. 2004 

; Mason 2006). La morphologie des cellules épithéliales alvéolaires assure un contact étroit 

entre l'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 barrière hémato-encéphalique (BHE) est une barrière biologique qui protège 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 barrière 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 diffèrent des cellules endothéliales présentes dans le reste du corps. Elles ne sont 

pas fenêtrées, 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 barrière 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 collagène (Puissant 

et al. 2014). Les vaisseaux sanguins participent à la circulation de l’oxygène, des métabolites, 

des hormones et à l’élimination des produits terminaux du métabolisme, pour l’ensemble des 

organes. Ces éléments peuvent diffuser à travers la barrière endothéliale semi-perméable 

(Malik, Lynch, et Cooper 1989). De plus, la barrière est capable d’émettre et de répondre à de 

nombreux signaux chimiques, favorisant la régulation de l’adhésion cellulaire, le 

renouvellement cellulaire et la perméabilité des vaisseaux. Enfin, elle joue un rôle clé dans le 

contrôle du diamètre des vaisseaux puisqu’elle peut changer la vasomotricité en fonction des 

besoins tissulaires par la production de monoxyde d’azote à l’effet vasodilatateur.  

La barrière intestinale tout comme la barrière cutanée est la première barrière physique 

rencontrée par les agents extérieurs.  

 

 La barrière intestinale 

La barrière intestinale est constituée de plusieurs tuniques. La première, la muqueuse, est 

celle qui confère les propriétés de barrière contre les xénobiotiques et d’absorption des 

nutriments. Dans les deux tuniques suivantes (sous-muqueuse et musculeuse) se trouvent les 

fibres neuronales du système nerveux entérique. La tunique musculeuse possède un anneau 

circulaire interne et un anneau longitudinal externe qui participent à la segmentation du bol 

alimentaire et au péristaltisme. Enfin la dernière tunique, la séreuse, est un tissu de soutien 

correspondant au mésentère, une partie du péritoine qui attache l’intestin à l’abdomen. La 

barrière intestinale assure une fonction protectrice et interactive. Conçue comme une 

barrière à la fois physique, immunitaire et chimique, elle se caractérise par une très grande 

capacité d'adaptation aux variations de l'environnement lui permettant de résister aux 

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

 

La barrière mécanique intestinale est composée d'une monocouche de cellules 

épithéliales qui sépare le contenu luminal, où 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 Lieberkühn dans le côlon (Håkanson et al. 1994). 

Les cryptes sont connues pour abriter les cellules souches qui alimentent l'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 l'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 barrière chimique intestinale est généralement représentée par la lignée sécrétoire, 

les cellules de Paneth, qui sécrètent des molécules antimicrobiennes et contiennent des 

granules de lysozyme. Elle est aussi constituée de cellules caliciformes sécrétant des mucines 

à 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 l'hypersensibilité de type 

2 dans l'intestin grêle. Les cellules Tuft ont la capacité de produire des molécules effectrices, 

dont l'IL-25 et les eicosanoïdes impliqués dans l'allergie ainsi que l’acétylcholine (C. Schneider, 

O’Leary, et Locksley 2019). Une variété de cellules entéro-endocrines productrices 



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme 

23 

  

d'hormones a également été identifiée (Lebrun et al. 2017 ; Worthington, Reimann, et Gribble 

2018). 

L’ensemble des cellules constituant la barrière intestinale provient des cellules souches 

intestinales (CSI). Les CSI produisent les progéniteurs intestinaux qui après 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 à la base 

des cryptes.  

La barrière immunologique intestinale fait intervenir des immunoglobulines (l'IgG 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 particulières, situées au-dessus 

des plaques de Peyer, participent indirectement à la protection immunitaire car elles peuvent 

présenter des antigènes directement aux lymphocytes T (Snoeck, Goddeeris, et Cox 2005; 

Kobayashi et al. 2019). Les cellules dendritiques dont la spécialité est la présentation des 

antigènes détectent les antigènes d’origine microbienne ou alimentaire provenant de la 

lumière intestinale. Récupérant continuellement les antigènes du contenu luminal commensal 

à l’état stable, les cellules dendritiques sont tolérogènes. En effet, elles suppriment les 

réponses immunitaires contre ces antigènes en induisant les cellules T régulatrices. La fonction 

de ces cellules dendritiques est donc un maintien de l’homéostasie intestinale (Esterházy et 

al. 2016). 

Un ensemble de mécanismes existe de l'estomac à l'intestin pour empêcher l'absorption 

et la pénétration de macromolécules exogènes ou de micro-organismes, tels que les bactéries, 

les champignons et les virus, à travers la barrière intestinale. Le faible pH gastrique, associé 

aux enzymes protéolytiques gastro-intestinales, contribue à la digestion des biomolécules 

(Lucas et al. 2008) (UmaMaheswari et al. 2016). Les glycoprotéines du mucus forment une 

couverture efficace pour protéger l'épithélium intestinal (Allen et al. 1984). Une fois que 

l'antigène 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 complètement (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.  

 

 La perméabilité de la barrière 

 Les voies de perméabilité 

Les membranes plasmiques tout comme les barrières tissulaires ont un degré de 

perméabilité dépendant de la présence de jonctions intercellulaires lâches ou serrées. Ces 

jonctions ne sont pourtant pas les seuls acteurs de la perméabilité. Plusieurs voies de passages 

à travers la membrane plasmique sont possibles soit par diffusion passive soit par un transport 

actif à 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 à travers l’épithélium intestinal est un phénomène 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 l’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 à un gradient de concentration, elle n’est donc 

pas la voie prépondérante à l’absorption des nutriments (Pade et Stavchansky 1997). Les 

produits pharmaceutiques hydrophiles ne traversent pas aisément la bicouche lipidique des 

membranes (Cano-Cebrián 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 à chaînes 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 très variées selon la taille et la 

charge des molécules (Vojdani 2013; Butler et Dressman 2010). Les molécules polaires non 

chargées comme les gaz (CO2, N2, O2) ou l’eau ont une très forte perméabilité au travers des 

membranes et traversent la membrane par diffusion. À l’inverse les molécules polaires 
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chargées comme les ions (Na+, K+, Cl-) ont une très 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 à 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 

l’absorption des nutriments (Salvo Romero et al. 2015). Après fixation spécifique de la 

particule sur un récepteur membranaire en apical, une partie de la membrane plasmique 

entoure la particule et l’internalise complètement. Puis, par transcytose, les vésicules qui ne 

seront pas interceptées par les lysozymes vont traverser d’un bout à l’autre la cellule sans être 

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 à l’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 l'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 l’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 même sens que l’ion responsable de la 

force de passage (Dohán et Carrasco 2003). Le type co-transport est utilisé pour le passage du 

glucose dans les cellules épithéliales de l’intestin. Par exemple, le cotransporteur SGLT1 utilise 

le gradient de concentration en Na+ créé par les pompes dépendantes de l'ATP pour 

internaliser le glucose de la lumière intestinale dans les entérocytes (L. Chen, Tuo, et Dong 

2016).  
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Les pompes à 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 l'énergie libérée par l'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 côté de la membrane et l’accumulation de charges positives 

accélèrent la polarisation de la membrane. Cette polarisation s’oppose alors à l’entrée de 

nouvelles charges positives. Afin de rétablir l’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 coûteuse en énergie, 

car elle consomme près de 25 % du stock total d'ATP de la cellule. D’autres pompes acidifient 

l'estomac et éliminent le Ca2+ du cytoplasme des cellules (Nava et al. 2020). 

 

Figure 6. Dialogue entre le flux paracellulaire et le flux transcellulaire. Figure inspirée de Turner 

et al. 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 l’absorption des nutriments dans 

l’entérocyte grâce au Na+ via un co-transporteur en apical, un uniporteur et une pompe à 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 façon transitoire sous l'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 l'eau et les ions à travers les membranes cellulaires. Les canaux 

ioniques possèdent une spécificité ionique par pore. Le flux des ions au travers du canal 

ionique entraîne 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 à la sécrétion et à la réabsorption des 

fluides (Ghishan et Kiela 2012) .  

 Les jonctions cellulaires  

Les jonctions cellulaires assurent la cohésion entre les cellules épithéliales adjacentes. 

L’adhésion entre cellules n’empêche 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 rôle. 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 côté 

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 barrière 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 empêchant 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 barrière sélective régulant le passage des ions, 

des molécules, de l’eau et de solutés riches en phospholipides à travers l’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 contrôle de la fonction 
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vitale des cellules. Les protéines TJ représentent l’échafaudage moléculaire sur lequel d’autres 

protéines cytoplasmiques vont interagir. Les protéines cytoplasmiques cinguline, Pals1 

(Protéine Associée à Lin Seven 1), PATJ et MUPP1 (protéines à domaine multi-PDZ), TAMP 

(protéines MARVEL associées à la jonction serrée) et les ZO relient la membrane plasmique au 

cytosquelette (Raleigh et al. 2010). PATJ et MUPP1 sont deux homologues contenant un 

domaine PDZ, ce qui leur permet de se lier à l’OCLN et à d’autres molécules d’adhésion (pals, 

nectines, etc) (Adachi et al. 2009). 

 
Figure 7. Organisation des jonctions cellulaires de la barrière intestinale 

 

La famille des claudines ne comporte pas moins de 24 membres, elles sont à l’origine de 

la formation des TJ. Le type de claudines exprimé sur les cellules épithéliales confère une 

perméabilité sélective à certains ions (Holmes et al. 2006). Par exemple, la CL-4 est spécifique 

des ions Na+ tandis que la CL-16 est spécifique du Mg2+. La localisation des claudines dépend 

également de leur type. Par exemple, l’expression de la CL-8 n’est détectable que dans l’iléon 

et le côlon distal alors que la CL-18 se retrouve dans l’estomac et le duodénum (Jovov et al. 

2007). La CL-15 est faiblement exprimée et se localise uniquement au niveau des cryptes. 

Cette distribution non homogène de l'expression des claudines peut être liée à la 

différenciation cellulaire, au métabolisme des glucides et aux facteurs de transcription. 
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Certains facteurs tels que HNF1α, 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 grêle vers le côlon, tandis que celui de la CL-15 

diminue dans ce même sens.  

Les claudines ont des propriétés aux actions contraires. Elles remplissent non seulement 

une fonction de barrière, mais aussi un rôle de canal membranaire. Le rôle de barrière est 

conféré par l’augmentation des jonctions serrées tandis que le rôle de canal intervient avec la 

formation de pores membranaires. Alors que les jonctions serrées augmentent la résistance 

transépithéliale, à l’inverse les pores augmentent le flux d’ions et donc diminuent la résistance 

transépithéliale. L’équilibre de perméabilité de la barrière est donc soumis à une régulation 

spécifique des claudines. Il est important de distinguer une augmentation du flux engendrée 

par la régulation des claudines d’une augmentation liée à une fuite paracellulaire non 

spécifique. Le maintien de la barrière est réalisé grâce 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 Itallie et al. 2006). 

Néanmoins, il peut être difficile de classer les claudines puisque la spécificité peut dépendre 

du type cellulaire.  

Les claudines sont soumises à différents niveaux de régulation (transcription, post-

traduction) et les interactions CIS au sein de la même membrane ou TRANS avec la membrane 

voisine déterminent l’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 l’ubiquitination, bien que 

cette dernière 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 barrière intestinale, sont plutôt retrouvées dans la barrière endothéliale. Elles 

régulent la migration des monocytes au travers des cellules endothéliales (Kakogiannos et al. 
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2020). Les barrières intestinale et endothéliale sont intimement liées puisque l’objectif du 

passage des nutriments au travers de l’épithélium est de rejoindre les autres organes via la 

circulation sanguine. La spécificité des protéines de jonction est primordiale dans le rôle 

barrière que le tissu effectue.  

 

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

aAgit comme une barrière de Cl- dans les cellules MDCK II, mais comme un canal Na+ dans les cellules LLC-PK1, 

MDCK I et dans l'intestin de la souris. bDes données contradictoires suggèrent également que la CL-19 peut agir 

comme une barrière Na+. cAgit comme une barrière Na+ dans MDCK II, mais comme un pore de Cl- dans les cellules 

LLC-PK1 et/ou les cellules du canal collecteur. 

 
Claudines spécifiques 

des cations 
Références Claudines spécifiques 

des anions 
Références 

Fonction dominante formation des pores (↗ de la perméabilité) 

Claudine 2 (Amasheh et al. 2002 ; A. S. L. Yu et 

al. 2009) 

Claudine 7 (J. Hou et al. 2006) 

Claudine 10b (C. M. Van Itallie et al. 2006) Claudine 10a (C. M. Van Itallie et al. 2006) 

Claudine 15a (Colegio et al. 2002 ; Tamura et al. 

2011) 

Claudine 17 (Krug et al. 2012) 

Fonction dominante formation de la barrière (↘ de la perméabilité) 

Claudine 7 (Alexandre et al. 2007 ; Alexandre, 

Lu, et Chen 2005) 

Claudine 1 (Inai, Kobayashi, et Shibata 1999, 1; 

McCarthy et al. 2000) 

Claudine 19b (J. Hou et al. 2008) Claudine 3 (Milatz et al. 2010) 

  Claudine 4c (J. Hou et al. 2006) 

  Claudine 5 (J. Hou et al. 2010 ; C. M. Van Itallie, 

Fanning, et Anderson 2003) 

  Claudine 6 (Sas et al. 2008) 

  Claudine 8c (A. S. L. Yu et al. 2003 ; Angelow, 

Schneeberger, et Yu 2007) 

  Claudine 9 (Sas et al. 2008) 

  Claudine 11c (C. M. Van Itallie, 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 à 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 l’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 à une forme 

mésenchymateuse au cours de laquelle les cellules perdent leur capacité d’adhésion avec les 

cellules voisines (diminution de l'expression des cadhérines) et acquièrent des propriétés 

adhésives nouvelles vis-à-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 l'épithélium grâce 

à la sécrétion de métalloprotéinases. Cette transition épithélio-mésenchymateuse est 

caractérisée par un taux important de marqueurs épithéliaux comme l’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 à une désorganisation de la 

barrière épithéliale.   

Les Zonula Occludens existent sous 3 formes ZO-1, ZO-2 et ZO-3. Elles sont toutes en 

interaction directe avec la F-actine (Odenwald et Turner 2013). Elles sont connues pour être 

impliquées dans la morphogenèse des tissus, le maintien de la structure apicale et la 

régulation de plusieurs barrières (Fanning, Ma, et Anderson 2002). Dans le cas de la barrière 

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 l'exception des CL-13, CL-22 et CL-23, toutes les 

claudines interagissent avec ZO-1. Les CL-1 à 4, CL-7 à 10, CL-14, CL-15, CL-18, et CL-19b sont 

liées à ZO-2 et seule la CL-3 est connue pour interagir avec ZO-3 (Günzel 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 à l’OCLN et à la tricelluline, ne s’associe pas à 

ZO-3 par exemple (Raleigh et al. 2010 ; Günzel et Fromm 2012).     

Les jonctions adhérentes_ Ce type de jonction initie et maintient l'adhésion cellule-cellule. De 

plus, les jonctions adhérentes (JA) participent à la signalisation cellulaire et la régulation de la 

transcription des gènes (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 cinq domaines répétitifs d'environ 110 résidus d'AA.  

Les cadhérines sont classées en deux sous-familles de type I ( E, B, N, P, R et M-cadhérine) 

et de type II (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 

que la cadhérine-5, l’OB-cadhérine et la M-cadhérine possèdent 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 LI-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 à l’α-caténine. Ce complexe cadhérine-caténine 

s'associe également aux microtubules et à la F-actine. Les JA régulent donc l'organisation du 

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

Des chaînes d’interaction en cascade agissent pour réguler la transition entre de 

nouveaux contacts et des interactions matures déjà existantes. Par exemple la nectine, une 

molécule d'adhésion de type immunoglobuline, indépendante du calcium, se lie à l’afadine, 

qui elle-même se lie à α-caténine et ZO-1 (Yamamoto et al. 1997). Cette chaîne séquentielle 

est liée au cytosquelette d’actine. Ce complexe à base de nectine s’associe d’abord pour 

former les premières 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 I, 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/β-caténine/α-caténine a été décrit (Gayrard et Borghi 2018 ; Thomas et al. 

2013). Ce complexe est lié à l’actine par un domaine particulier appelé VH3 (vinculin homology 

domain 3) dans la partie C-terminale de l'α-caténine. Des études ont montré qu’une 

inactivation de la E-cad entraînait des mutations cellulaires à l’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 à l'expression 

de cadhérines mésenchymateuses, telles que la N-cadhérine et la cadhérine 11. Ce 

phénomène est généralement appelé "commutation de cadhérine". La commutation des 

cadhérines se produit pendant le développement embryonnaire, la morphogenèse 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 calpaïnes et les caspases bloquent la formation des jonctions 

d’adhérence en clivant l'E-cad en amont du domaine de liaison de la β-caténine (Rios-Doria et 

al. 2003). 

Les desmosomes et hemi-desmosomes_ Les desmosomes en forme de disque sont des 

jonctions d’adhérences particulières qui permettent l’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 à la structure des desmosomes et hemi-desmosomes. Les desmogléines et 

desmocollines sont des glycoprotéines étroitement liées à la molécule de la jonction 

d'adhérence β-caténine (Choi et al. 2009). Une diminution ou une perte d’expression de ces 

glycoprotéines peuvent être responsables de développements métastatiques (L. Wang et al. 

2007). La Desmogléine-2 et la  Desmocolline-2 qui contribuent à l'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 plutôt 

vocation à favoriser l’adhésion des cellules à 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 après maturation, ils acquièrent une capacité d’hyper 

adhésion sans être 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 à 1 kDa entre 2 cellules adjacentes (Hervé et 

Derangeon 2013). La mise en relation des cytoplasmes est possible grâce à des pores formés 

de protéines transmembranaires appelées connexines au niveau basolatéral. Ces jonctions 

communicantes entre cellules participent à la communication cellulaire. Elles sont 
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indispensables à 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 à savoir : les innexines, les 

connexines et les pannexines (Beyer et Berthoud 2018). Très peu présentes dans l’intestin 

grêle, 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).  

 

 Le stress et la barrière intestinale 

Le stress cellulaire est l’ensemble des réponses émises par une cellule pour répondre à 

un signal d’alerte provoqué par l’environnement. Dans le cas où la réponse est positive la 

cellule est protégée de toute dégradation, dans le cas où la réponse est négative elle peut 

alors conduire à la mort cellulaire afin de protéger les cellules voisines. Entre la survie et la 

mort cellulaire, de nombreux signaux vont être générés en intracytoplasmique pour s’adapter 

et lutter avant d’en arriver à l’apoptose.  

 Les mécanismes de protection cellulaires 

L'Encyclopédie de Neuroscience en 2009 définit le stress cellulaire comme « la réaction 

de la cellule à toute condition environnementale défavorable qui perturbe l'homéostasie 

cellulaire, avec des dommages macromoléculaires potentiels, c'est-à-dire des atteintes aux 

protéines, à l'ADN, à l'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-à-vis d’un stress 

environnemental est la production d’agent qui neutralise les espèces réactives de l’oxygène 

(ROS). La famille des ROS est chimiquement instable et ils sont créés par perte d’électron lors 

de la production d’énergie par la chaîne respiratoire et le cycle de Krebs. Comme tous les 

membres de la famille des ROS sont constitués d’oxygène, ce dernier va fixer les électrons et 

conduire à la formation d’anions superoxydes, de peroxydes d’hydrogène, de radicaux 

hydroxyles et d’oxygènes singulets (Figure 8).  

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

cellules. En temps normal l'intestin sait lutter efficacement contre le stress oxydatif, mais avec 
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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 à prévenir ces dommages au niveau intestinal (Diaz de Barboza et al. 

2017). La vitamine E est un antioxydant qui protège 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 à la suite de réactions 

successives (Weydert et Cullen 2010).  

 

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’empêcher 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 gènes afin d’éviter la production de protéines avec une 

mauvaise conformation. Puis des facteurs de transcription HSF (heat shock factors) vont 

activer la synthèse de protéines Hsps (Jolly et Morimoto 2000). Les Hsps jouent le rôle de 

régulateurs de l’inflammation en diminuant la production de cytokines par les voies NF-κB 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 



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 1 : La circulation des xénobiotiques dans notre organisme 

36 

  

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). 

 

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 oxygène) et met en place une réponse 

nommée UPR « unfolded protein response » (Hetz, Zhang, et Kaufman 2020). L'activation de 

l'UPR a un impact sur presque tous les aspects de la voie sécrétoire : synthèse, translocation, 

repliement, maturation, contrôle de la qualité, trafic des protéines et l’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 rôle 

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, 

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

inflammatoires de l’intestin et au cancer colorectal (Coleman et Haller 2019). 

Stress chimique_ Les stress environnementaux ont un impact au niveau génétique entraînant 

également des erreurs dans la biogenèse des protéines (Guisbert et al. 2013). Un stress de 

nature chimique (irradiation, intercalant, UV) met à l'épreuve l’ADN sous sa forme monobrin 

durant les périodes de transcription. Les cellules possèdent un système de réparation de l’ADN 

compétent, mais parfois les cassures étant trop importantes, l’induction de nouvelles voies de 

signalisation par le biais de p53 et NF-ĸB est le dernier recourt. Ces deux facteurs de 

transcription p53 et NF-ĸB répondent respectivement à des stress intrinsèques et 

extrinsèques et agissent de façon opposée sur les cellules (Ak et Levine 2010). Afin d’éliminer 

et fournir une réponse immunitaire durable, les cellules intestinales M reconnaissent le 

xénobiotique pathogène et expriment des récepteurs antigéniques à leur surface qui serviront 

à la spécificité de l’immunité adaptative (lymphocytes mémoires). La division cellulaire des 

clones de cellules immunitaires est alors soumise au facteur de transcription NF-κB. Puisque 

la division et la croissance cellulaire sont aussi responsables de développements de cancers 

colorectaux, NF-κB peut dans certain cas devenir oncogène (Ryan et al. 2000). Des lésions de 

l'ADN entraînent l'activation de p53, un gène décrit comme suppresseur de tumeurs.  Ce gène 

déclenche l’arrêt du cycle cellulaire, l’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 à divers facteurs de stress. Lorsque 

l’atteinte est trop importante la survie n’est plus possible et la cellule meurt. Une mort 

cellulaire excessive a été associée à 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 l’apoptose, l’autophagie et la 

nécrose. Contrairement à l’apoptose auto-induite par la cellule, la nécrose n’est pas 

programmée et échappe au contrôle cellulaire. Elle est néfaste, car l’accumulation de produits 

cellulaires dans l’espace extracellulaire entraîne une forte inflammation et les macrophages 

ne peuvent pas éliminer les nombreux fragments générés. L’autophagie est le troisième type 

de mort cellulaire. Il se caractérise par une destruction d’éléments cellulaires en 

intracytoplasmique, il représente le système 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 (Günther et al. 2013 ; Negroni et al. 2020). 

Régénération cellulaire_ Lors d’un dommage causé au niveau des cryptes intestinales par un 

agent pathogène viral ou bactérien, la barrière produit transitoirement des cellules 

épithéliales associées à la plaie (WAE) (Miyoshi et al. 2012). Les WAE ne possèdent pas toutes 

les fonctionnalités d’un entérocyte. Elles limitent la désorganisation de la barrière, en 

remplaçant les entérocytes, et donc évitent une plus grande effraction des pathogènes. Le 

microenvironnement des cellules épithéliales intestinales, telles que les cellules 

mésenchymateuses et les cellules immunitaires, devient plus abondant après un dommage 

(Figure 10). Ces cellules sécrètent des molécules de signalisation (Wnt, Notch, YAP, etc) qui 

favorisent le processus de régénération de la barrière intestinale (Hageman et al. 2020).  

 

Figure 10. Interaction entre l'épithélium intestinal et les composants non épithéliaux qui 

modulent la régénération. Figure de Hageman et al. 2020 

 

 Les altérations de la perméabilité intestinale 

Lorsque la barrière 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, même transitoires, peuvent être à l’origine d’une 

augmentation de la perméabilité et conduire à la survenue de pathologies. La perméabilité de 
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l'intestin peut être modulée indirectement par les bactéries suite à la libération de peptides 

ou de toxines solubles et par des métabolites ou bien directement par les cellules intestinales 

(Ewaschuk et al. 2008). 

 
Figure 11. Causes et conséquences de l’inflammation chronique de l’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 

barrière intestinale ne suffit pas pour provoquer une maladie intestinale inflammatoire. La 

dysfonction active substantiellement les réponses immunitaires de la muqueuse et accélère 

le processus de colite à 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 l’activation des médiateurs TNF-α et IL-10 (Stephens et von der Weid 2020) 

Maladie cœliaque_ les personnes sensibles au gluten même 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 à une perte de la polarité cellulaire et à 

la dissociation des jonctions serrées. Par exemple, la CL-1 est fortement exprimée dans les 

cancers colorectaux (Gowrikumar et al. 2019).  

Les maladies liées à une dysbiose du microbiote_ La transplantation du microbiote d’un 

patient obèse chez une souris a rendu la souris obèse à son tour. L’obésité est donc associée 

à une baisse de la diversité des espèces bactériennes du microbiote intestinal (Gérard 2016). 

Les patients atteints de diabète de type 2 ont montré un changement de composition 

bactérienne (Sabatino et al. 2017). Il serait possible de donner des prébiotiques pour 

améliorer le contrôle glycémique de patients avec un diabète de type-1 (Ho et al. 2019).  Outre 

l’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 l'axe microbiote-intestin-cerveau. Il en résulte qu’un déséquilibre du 

microbiote peut jouer sur les troubles cognitifs et l’apparition de la maladie d’Alzheimer (Hu, 

Wang, et Jin 2016). De plus, une dérégulation de l'axe microbiote-intestin-cerveau dans la 

maladie de Parkinson pourrait être à 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 être impliquée dans la 

stimulation de l’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 à 50 % des enfants atteints d’autisme 

présentent également des problèmes 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 entraîne un manque de 

signalisation pour maintenir la fonction de barrière (Fukuda et al. 2011). La toxine de Zonula 

Occludens qui peut être produite par le microbiote module les jonctions serrées par une 

réorganisation de l'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 Par1/MARK. En conséquence, la fonction de barrière de l'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 l'hôte et la 

libération de cytokines. L’action de libération de cytokines peut aussi bien augmenter la 

perméabilité (TNFα, IFNγ) ou améliorer la fonction de barrière (TGFβ, IL-10) (Miyakawa et al. 

2020; Anuradha et al. 2016). 

Il est difficile d’affirmer que les bactéries sont à l’origine de l’altération de la barrière 

intestinale, l’enjeu est de déterminer si la dysbiose est une cause ou une conséquence de 

l’altération de la barrière 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. À l’inverse, la surexpression de l'E-cad au sein de l'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 à prendre en compte dans la pathogénèse. Après avoir vu les 

conséquences produites sur notre système digestif et les atteintes qu’ils occasionnent de 

l’échelle subcellulaire à tissulaire, nous allons investiguer plus en détail les types de 

xénobiotiques auxquels nous sommes confrontés au quotidien.  
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Chapitre 2 : Qui sont ces xénobiotiques ? 

 

De nombreuses molécules traversent notre intestin, et peuvent engendrer des réactions 

physiologiques pouvant altérer la fonction et l’organisation cellulaire intestinales. Dans la 

plupart des cas les xénobiotiques sont considérés comme des molécules indésirables pour 

notre organisme (micro-organismes pathogènes, toxines, polluants) responsables de 

pathologies chroniques. Or certaines participent, au contraire, au retour de l’équilibre de 

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

 

1. Les médicaments : ces xénobiotiques volontairement assimilés  

 Les molécules conventionnelles 

Le développement d’agents thérapeutiques contre les pathologies chroniques de 

l’intestin et les cancers du tube digestif est un défi important pour la société actuelle. Les 

plantes ont, en premier, été considérées comme le remède pour supprimer les symptômes. 

Puis l’introduction de la notion de principe actif a suggéré l’idée d’un médicament spécifique 

à chaque maladie. Les molécules chimiques, grâce à leur petite taille, peuvent facilement être 

administrées par voie orale, ce qui n’est pas le cas des grosses biomolécules comme les 

anticorps. Or ces dernières 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 brève revue des molécules thérapeutiques afin de distinguer les 

spécificités de chaque classe de molécules (molécules chimiques, anticorps, fragments 

d’anticorps et protéines d’échafaudages). 

 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 à 1000 Da) leur permet de pénétrer dans les cellules 

et facilite l’interaction avec la cible biologique intracellulaire. La plupart de ces molécules sont 

non immunogènes et sont rapidement éliminées de l’organisme par métabolisation. 

Cependant, ces molécules présentent un risque de toxicité spécifique au principe actif ou à 
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ses métabolites. La compréhension des mécanismes d’action est une phase importante pour 

connaître 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 

à 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 

corticoïdes 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 être lié à l’utilisation de ces traitements (Pithadia et Jain 2011).   

Les traitements du cancer ont pour objectif d’entraîner 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 être associée à de la chimiothérapie dans les cas les plus sévères. 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 

l’exposition des tissus sains lors du passage du principe actif vers la zone pathologique.  

 Les Anticorps 

Ces vingt dernières 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 système immunitaire qui sont capables de reconnaître très 

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

Rôle des anticorps_ Les anticorps sont des complexes glycoprotéiques aussi appelés 

« immunoglobuline » (Ig) faisant partie du système immunitaire. Certains xénobiotiques 

pathogènes peuvent être éliminés par phagocytose directement après 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 antigènes 

spécifiquement exprimés à 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 l’antigène. La fraction Fc a une fonction effectrice impliquée dans le 

transport de l’anticorps, l’activation du Complément et l’activation de la cytotoxicité à 

médiation cellulaire dépendante des anticorps (ADCC) (N. A. Pereira et al. 2018; X. Wang, 

Mathieu, et Brezski 2018). Le fragment particulier FcRn chez l’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’à la cible 

(Birrer et al. 2019). Les AcM utilisés comme agents thérapeutiques couvrent de nombreux 

domaines de la médecine dont la transplantation, l’auto-immunité, l’allergie et les tumeurs 

(Böhmig et al. 2019; Wood 2017).  

Structure des anticorps_ Ces glycoprotéines sont composées de 4 chaînes polypeptidiques 

homologues deux à deux. D’un point de vue structure 3D, l’immunoglobuline est formée de 2 

chaînes lourdes (heavy chain – H) et 2 chaînes légères (light chain – L). Les chaînes homologues 

sont reliées deux à deux par des ponts disulfures nommés chaînes intercaténaires. Les chaînes 

lourdes et légères s’organisent en domaine de 110 AA environ reliés par des ponts disulfures 

intracaténaires (G. Fan et Li 2018). La chaîne lourde possède 3 domaines constants (CH1, CH2 

et CH3) et un domaine variable (VH) tandis que la chaîne légère ne possède qu’un domaine 

constant (CL) et domaine variable (VL).  Ces domaines sont riches en sucres à l’exception du 

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

La séquence CDR (complementarity determining regions) des domaines VH représente la 

zone d’interaction privilégiée de l’anticorps avec son antigène. Les liaisons Paratope (CDR de 

l’anticorps) – Epitope (CDR de l’antigène) sont des liaisons faibles réversibles de natures 

hydrogènes, non covalentes, hydrophobes ou électrostatiques. Un anticorps possède 2 

paratopes identiques lui permettant de lier deux structures antigéniques identiques par 

anticorps (Fernández-Quintero et al. 2019). 

Les anticorps thérapeutiques sont produits chez les mammifères, or la réponse 

immunitaire est responsable d’effets secondaires importants. Afin de pallier à ces problèmes 

d’immunogénicité non recherchés, des IgG chimériques puis humanisées ont été développées 

par la méthode d’hybridome créée en 1984 par Georges Köhler 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 à l’extrémité des anticorps permet la fixation spécifique des antigènes 

(Kapingidza, Kowal, et Chruszcz 2020). Cette spécificité antigène-anticorps particulière 

s’effectue sur des récepteurs membranaires ou cellulaires de bactéries, virus, toxines afin d’en 

contrôler l’action. En se liant aux pathogènes, les anticorps peuvent alors neutraliser les effets 

délétères et favoriser leur élimination.  

Une fois l’antigène du pathogène reconnu par la partie Fab, l’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 pathogènes (Harboe et al. 2004).   

L’utilisation d’AcM en thérapie n’est pas sans rencontrer des problèmes 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 (coût de développement très important) et de production (système 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 être 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 dernières années. 

 

Figure 13. Activation du complément par la voie classique 

   

Le vecteur idéal, pour dispenser un traitement, doit être éliminé rapidement de 

l’organisme et être retenu suffisamment longtemps au niveau de la cible pour que l’action 

puisse être 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 l’organisme. La filtration glomérulaire est 

soumise à la taille des molécules. Seules les molécules ayant un poids moléculaire compris 

entre 30 et 70 kDa pourront être éliminées sans devoir prolonger leur temps de circulation 

dans l’organisme pour être 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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 Les protéines thérapeutiques alternatives 

 Les fragments d’anticorps 

Les anticorps sont sensibles à certaines protéases comme la papaïne 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 

à l’antigène 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’)2 de 110 kDa et un fragment pFc’ sont obtenus avec l’enzyme IdeS 

(enzyme dégradant les immunoglobulines de Streptococcus pyogenes). Les régions variables 

des chaînes lourdes et légères peuvent être 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 chaîne en AA unique tout en conservant la spécificité 

originale de l'immunoglobuline mère. 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 à 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 mutagenèse ciblée ou aléatoire génèrent des bibliothèques de CDR qu’il est 

possible de cribler pour sélectionner les CDR les plus affins aux antigènes (W. P. Yang et al. 

1995). La région déterminant la complémentarité est constituée de 3 domaines (CDR1 à 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 l’élimination des 

agents pathogènes.  

Un autre moyen d’augmenter cette affinité est de doubler la spécificité de liaison ou des 

liaisons avec deux antigènes différents. Le fragment F(ab’)2 bispécifique offre la possibilité 

d’être lié à deux antigènes 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’être bispécifique et d’avoir une fonction effectrice (activation du 

Complément, ADCC) (Figure 14).  

 
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 

 

 Les nanobodies 

Les anticorps ne sont pas les seules protéines de l’immunité capables de se lier 

spécifiquement à un antigène. Il a été découvert en 1989 chez les camélidés et les 

Chondrichtyens (requins, raies, poissons cartilagineux) des anticorps dépourvus de chaînes 

légères. Ces structures de 110 AA, d’une taille de 12 à 15 kDa appelées heavy-chain antibodies 

(HCAbs) sont constituées de deux domaines constants (CH2 et CH3) et d’un domaine variable 

à chaîne lourde (VHH). Comme pour les IgG, les HCAbs s’organisent en 2 chaînes de 

polypeptides homologues liées par des ponts disulfures (Figure 28) et possèdent une grande 

diversité d’affinité semblable à celles des anticorps conventionnels.  

Suite à ces découvertes, une nouvelle classe de protéines d’affinité composée 

uniquement de la VHH du HCAbs 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 à 3). Cette région confère la reconnaissance à l’antigène grâce à des boucles 
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regroupées sur une face de la molécule côté N-terminale (Nord et al. 1997). Les 3 boucles qui 

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

 
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 antigènes (CDR) est indiqué par une case rouge. 

 

De faible taille, les Nb ont une capacité à pénétrer dans les tissus supérieurs aux scFv et 

aux AcM rendant possible l’interaction avec des épitopes jusque-là 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 très forte, ce qui limite 

l’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 

multimères hétérospécifiques. Un Nb multimérique peut alors se lier à plusieurs antigènes 

différents. En plus d’une simplicité de structure, les Nb sont remarquablement stables à des 

conditions physico-chimiques extrêmes. 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 système procaryotes (E. coli par exemple).  

 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 aptamères, les affimères, les FN3 monobodies, 

les affilines, les affitines ou nanofitines, les avimères, les nanoCLAMP et autres protéines à 
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fortes affinités contre des antigènes (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). 

 

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 extrêmes. De manière générale, 

elles sont composées d’une seule chaîne peptidique sans résidu de cystéines. Leurs séquences 

sont hautement conservées et avec un enchaînement polypeptidique très similaire. Seules 

quelques AA sont hautement variables ce qui facilite l’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 bibliothèques synthétiques. Par conséquent leur génération se fait 

sans utiliser d'animaux. 

Les affibodies_ Une affibody dimérique dirigée contre la partie extracellulaire de l’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. aureus. Les affibodies, 

composés de 58 AA (6 kDa) organisés en 3 hélices α rapprochées, ont une forte affinité 

naturelle pour le domaine Fc des IgG ainsi qu’une légère affinité pour le fragment Fab (Nord 
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et al. 1997). Des premières mutations réalisées sur cette protéine ont conduit à la formation 

d’un variant nommé domaine Z de plus forte affinité pour le fragment Fc, mais sans aucune 

affinité pour les fragments Fab (Löfblom 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 extrême.  

Les aptamères_ Ce sont des oligonucléotides d'ARN ou d'ADN de 20 à 80 bases et de 6 à 30 

kDa. L’utilisation des aptamères a été montrée pour le diagnostic des maladies, la bio 

détection et l'administration de médicaments dans le traitement de cancer. Ils sont peu 

immunogènes, pénètrent mieux les tumeurs avec une diffusion homogène dans les sites 

tumoraux et ont une plus longue conservation. Les aptamères se comportent comme de très 

bons vecteurs lorsqu’ils sont couplés avec des siRNA, des médicaments antitumoraux ou des 

enzymes (Fu et Xiang 2020; Sivakumar et al. 2019). Les aptamères se fixent sur des récepteurs 

à la surface des cellules et libèrent les agents thérapeutiques qui vont être 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 côlon par un ARN de haute affinité 

a conduit à un arrêt du cycle cellulaire. Une étude menée chez la souris a montré qu’avec 

l’utilisation d’un aptamère, il a été possible d’empêcher le développement de métastases de 

cellules cancéreuses humaines dans le foie de la souris (Y. J. Lee et al. 2012). Enfin, des 

aptamères ont montré leur efficacité comme vecteur ciblé pour l’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 à répétition d’ankyrine (14 à 21 kDa). Constituées de 2 à 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 α antiparallèles précédé d’un coude β et suivi d’une boucle faisant le 

lien avec le motif suivant (Kawe et al. 2006). Des modifications au niveau de 7 AA et l’ajout 

d’une deuxième boucle peptidique favorisent une meilleure flexibilité et augmentent la 

surface d’interaction. Le rendement de production de ces protéines d’échafaudage est 

particulièrement 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 l’ordre du 

nanomolaire ont été conçues comme anti-EGFR pour inhiber la prolifération cellulaire (D. 

Steiner, Forrer, et Plückthun 2008). Deux DARPins se liant à 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 à 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 haptènes 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 extrêmement 

conservée. D’une taille de 160 à 180 résidus, les lipocalines sont organisées en barillet β 

(constitué de 8 brins β antiparallèles disposés circulairement) et d’une hélice α. Les brins du 

barillet β sont reliés par des boucles (1 à 4) qui forment la poche de liaison (Michaela Gebauer 

et Skerra 2012). La structure des boucles est la partie variable de cette protéine à l’instar du 

CDR des AcM. Les anticalines représentent donc des lipocalines adaptés in vitro. Les 

anticalines font l'objet de recherches pour une variété d'applications comme des traitements 

contre le cancer, l'asthme, l'anémie et les troubles métaboliques. De nombreuses anticalines 

font actuellement l'objet d’études cliniques en raison de leurs faibles effets secondaires 

attendus (Deuschle, Ilyukhina, et Skerra 2021). 

Les affimères_ Provenant de la protéine humaine stefin A ou de la protéine végétale 

phytocystatine, les affimères sont constitués de 4 feuillets β et une hélice α.  Les affimères 

sont une chaîne polypeptidique de 98 AA (Hoffmann et al. 2010). Les boucles reliant les 

feuillets β sont le lieu d’interaction privilégié avec la cible. Un ensemble d’affimère a pu être 

développé contre des cibles variées grâce à la haute variabilité des boucles. En ciblant le 

VEGFR2, une protéine clé dans la formation de vaisseaux sanguins des tumeurs, l’affimère est 

un nouveau moyen de ciblage (Nord et al. 1997). De plus, il montre une efficacité de coloration 

similaire à celui d'un anticorps anti-VEGFR2 déjà commercialisé.  La sensibilité accrue dans les 

marquages histochimiques s'explique par une meilleure capacité à pénétrer dans les tissus 
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suite à la plus petite taille de l'affimère. De plus, la capacité des affimères à être modifiées sur 

un site spécifique permet d’ajouter un fluorophore par l’ajout d’une cystéine. L'utilité des 

affimères 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 III de la fibronectine, c’est-

à-dire une structure en feuillets β composée de 7 boucles à l’enchaînement en AA très variable 

permettant la reconnaissance et la fixation à diverses cibles (A. Koide et al. 1998).  Deux 

bibliothèques de monobodies ont été créées, la première avait des modifications sur les 

boucles soit au niveau du site d’interaction, la deuxième diversifie les AA au niveau d’un 

segment du feuillet β. Cette nouvelle bibliothèque a permis de créer des monobodies avec 

une surface de liaison concave, augmentant l’éventail des cibles disponibles à la sélection 

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

D’autres protéines d’échafaudages sont mentionnées pour lutter contre le CCR. En 2009, 

l’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 II, il utilise l’Adnexin 

comme protéine d’échafaudage. La fonctionnalisation d’un nanobody avec un aptamère qui 

cible EpCAM, un biomarqueur du cancer colorectal, a permis de délivrer de manière spécifique 

le curcumin aux cellules cancéreuses de côlon. Dans leurs essais, la bioconjugaison de 

différentes protéines d’échafaudage augmente les interactions avec les cellules cancéreuses. 

La bioconjugaison pourrait être 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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 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 chaîne polypeptidique de 

66 AA sans pont disulfure, elles comportent une hélice α et 5 segments de feuillet β (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 particulièrement extrêmes 

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

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

 

Chez les archées, ces protéines jouent le rôle de stabilisateur de la chromatine protégeant 

de ce fait de la dénaturation de l’ADN sous l’effet de la chaleur. La stabilité chimique et 

thermique a été démontrée pour Sac7d (pH 0 à 12 et Tm=90,4 °C) et pour Sso7d (pH 0 à 13 et 

Tm= 100,2 °C). La sélectivité de l’affitine pour l’ADN double brin peut être modifiée lors de 

mutations localisées sur les segments β. La création de séquences homologues avec 10 à 14 

AA mutés aléatoirement et l’extension de la boucle terminale constitue la bibliothèque de 

variants.  

Pour réaliser cette bibliothèque, deux méthodes d’ingénierie protéique sont possibles. La 

conception rationnelle nécessite des connaissances approfondies de la structure et de 

l’enchaînement en AA.  La modification spécifique de quelques résidus par mutagenèse 

dirigée permet de donner une fonction précise à la protéine. La mutagenèse 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, l’emploi de l’évolution dirigée est plus indiqué. Ce concept a pour but de mimer 

l’évolution naturelle de façon accélérée. Un gène codant pour une protéine subit plusieurs 

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

Le lysozyme et l'immunoglobuline G ont été choisis comme premières cibles pour évaluer 

le potentiel de liaison des affitines de la bibliothèque. Les protéines ont ensuite été 

sélectionnées sur leur capacité à se lier à 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 

à s’arrêter à l’extrémité de l’ARNm après la traduction de la protéine, empêchant le complexe 

traductionnel d’être 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 l’ARNm (Figure 18). Les séquences 

individuelles sont récupérées par transcription inverse. La banque d’ADN initial est donc 

remplacée au fur et à 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 l’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 l’état d’une 

protéine Ah07c de la famille Sul7d, qui conserve une stabilité thermique (Tm=96.8 °C) et 

chimique (pH 0 à 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 à la famille Sul7d a 

permis de produire des affitines dirigées contre une grande diversité de cibles protéiques 

présente à la surface de cellules animales (lysozyme de poulet), de cellules humaines (IgG, 

CD138, EpCAM, β-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 rôle de vecteur en imagerie. En effet, avec 

l’ajout d’une cystéine à l’extrémité C-terminale, il devient possible de greffer un fluorophore 

ou un radionucléide grâce au groupement thiol (SH) disponible. Des applications ont été 

trouvées avec une une nanofitine anti-lysozyme-18F pour l’imagerie TEP (Dammicco et al. 

2017). D’ailleurs grâce à leur poids moléculaire inférieur à 20 Da, la pénétration tissulaire est 

meilleure que celle des AcM. Le marquage avec la GFP a été réalisé sur des Nanofitines anti-

TNFα et anti-PulD pour améliorer l’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 l’aide des interactions spécifiques de l’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’être éluées facilement. Par ajout d’une 

étiquette d’hexa-histidine aux affitines, celles-ci peuvent être 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’être bifonctionnelles, le site de reconnaissance reste libre pour la 

fixation de ligand. La capacité de fixation à d’autres protéines en même temps que 

l’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’entraîne pas de modification de la structure et donc n’impacte pas la spécificité de liaison, 

c’est pourquoi elles ont été employées également à 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 

à 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-TNFα), mais également dans les maladies liées au vieillissement comme la 

dégénérescence maculaire lié à l’âge (anti-VEGF) (Projet NanoFar 2014-06-C3)(Huet et al. 

2015). La génération d’affitines a généré de nombreux brevets qui sont exploités par 

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

Capables de se fixer sur des anticorps, des antigènes exprimés à la surface de cellules 

tumorales et des protéines circulantes, les affitines représentent une nouvelle classe de 

protéine d’intérêt majeur. Outre le rôle grandissant des affitines dans l’arsenal thérapeutique 

et diagnostique, l’ingénierie protéique confère des qualités supplémentaires que ne 

possèdent pas les AcM. La production en système bactérien (E. coli) en majorité permet 

d’obtenir des rendements de production supérieurs aux AcM (de 10 à 200 mg par litre de 

culture) avec un coût 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 l’organisme humain. Les polluants représentent une très grande 

famille de composés naturels ou artificiels introduits par l’Homme dans l’environnement et 

qui modifient les écosystèmes. Il faut distinguer les polluants biologiques (champignons, 

bactéries, algues, parasites), les polluants physiques (irradiation, lumière, bruit, chaleur), des 

polluants chimiques (pesticides, perturbateurs endocriniens, plastiques, détergents, 

cosmétiques et résidus de médicaments). Dans cette partie, nous allons comprendre l’intérêt 

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

 

 Une diversité de polluant à l’origine d’une toxicité environnementale 

 Les sources de pollutions 

L’origine des pollutions est diverse, elle peut être naturelle avec le dégagement de gaz 

engendré par l’activité volcanique et les feux de forêts ou bien être liée à l’activité de 

l’Homme. Les sources fixes qui concernent les raffineries de pétrole, les installations 

industrielles et les usines s’opposent aux sources mobiles qui concernent l’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 cancérogènes. 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 l’environnement. Les 

pollutions primaires émises directement par la source (l'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 systèmes 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 l’environnement 

 

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

s'accumulent et entrent dans les chaînes alimentaires de l’écosystème. 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 être absorbé par le phytoplancton qui est lui-même 

mangé par les poissons. Le danger est la bioaccumulation chez le poisson qui devient nocive 

pour l’espèce, entraînant des stérilités et la diminution des populations. 

 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. Ils participent à l’émission de gaz à 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 photosynthèse des micro-organismes marins). Or 

l’absorption grandissante de CO2 acidifie les océans et détruit les récifs coralliens, ce qui nuit 

au développement des coquillages, crustacés et micro-organismes à la base de la chaîne 

alimentaire (Landrigan et al., 2020). 

Les matières azotées et phosphorées_ Les épandages agricoles riches en matières azotées et 

phosphorées et les rejets industriels dans les cours d’eau sont à l’origine de l’eutrophisation 

des lacs. Les algues recevant en trop grandes quantités les matières nutritives prolifèrent à 

l’excès et recouvrent les surfaces des lacs. L’oxygène absorbé en grande quantité lors de la 

décomposition provoque une asphyxie de l’écosystème aquatique (Paul, Bhattacharya, et 

Gogoi 2021). 

Les pesticides_ Principalement utilisés pour l’agriculture et l’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 synthèse carbamates, pyréthroïdes, 

organophosphorés sont très 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 rhizosphère (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 à leur formulation. En effet, la composition du Roundup comporte 

le glyphosate comme principe actif et des surfactants tels que la polyoxyéthylène 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 à base de glyphosate peuvent provoquer des 

effets tératogènes et des troubles du développement chez les amphibiens dès le stade larvaire 

(N. Wagner et al. 2013). 

Les informations sur la toxicité des formulations de pesticides s’enrichissent de 

nouvelles études pour le système nerveux, le système cardiovasculaire, les mitochondries, le 

matériel génétique et les systèmes 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 l’atrazine a montré 

une augmentation des dommages à l’ADN dans les lymphocytes humains alors que le principe 

actif de l’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 

l'environnement et de la maîtrise de l'énergie) a publié en 2017 une étude sur l’eau de Javel 

qui augmente significativement le risque d’infection respiratoire chez l’enfant. Il a été décrit 

que les détergents jouaient un rôle non négligeable dans l’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 à 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 l’environnement en raison de leur caractère non biodégradable. 

Le rejet sauvage est suspecté d’être à l’origine de troubles de la reproduction sur l’Homme et 

la faune (Deshayes et al. 2015). 

Les médicaments_ Les résidus de médicaments sont éliminés dans les selles et les urines, or 

leur très petite taille leur permet de passer au travers des filtres des stations d’épuration se 

retrouvant de ce fait dans les sols et les rivières. 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 espèces. De plus, si ces résidus se retrouvent dans les eaux de 

consommation humaine, nous pouvons supposer que nous absorbons des antibiotiques, 

hormones de synthèse, médicaments anticancéreux, anti-inflammatoires en quantité infime. 

Les risques à court terme semblent négligeables en raison des très faibles concentrations 

détectées dans les eaux en France. En revanche, les risques liés à une exposition chronique ne 

peuvent pas être 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 à nageoires (téléostes) (Cho et al. 2020). Plusieurs molécules 

œstrogènes sont connues pour interférer avec la régulation des stéroïdes sexuels chez les 

poissons. Ces perturbateurs endocriniens sont responsables de la féminisation des 

populations. Par exemple, les téléostes mâles exposés à la molécule estrone dans les eaux 

contaminées vont convertir l’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 stéroïdien très 

prescrit, montrent qu’une trop grande exposition peut multiplier par quatre le risque 

d’accident vasculaire cérébral chez l’homme (Schmidt, Sørensen, et Pedersen 2018). Or 

l’équipe de Francesco Bergoli explique que « plus de 10 000 km de rivières, dans le monde 

entier, contiennent des concentrations supérieures à 100 ng/L, soit au-delà du seuil d’alerte 

de l’Union Européenne » (Acuña 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 hôpitaux sont 

combinées dans des stations d'épuration, ce qui rassemble les fèces 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 gènes de 

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

Les micropolluants_ La notion de détection des polluants dans l’environnement a mis en 

évidence la présence des micropolluants qui sont rejetés en très faibles quantités (µg/L ou 

ng/L), mais qui présentent pourtant une forte toxicité liée à 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 

phénomène. La problématique des métaux lourds par exemple est très forte, car ils sont 

responsables d’une partie de la pollution de l’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 chaîne alimentaire et perturbent les écosystèmes. 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. Ils participent aux réactions biochimiques du 

métabolisme humain et des plantes, leur absence entraîne donc des carences.  Ces oligo-

éléments sont présents naturellement dans l’eau et les aliments. D’autres oligo-éléments ne 

jouent aucun rôle utile et sont par conséquent toxiques à n’importe quelle dose, c’est le cas 

du plomb, du cadmium, du nickel, de l’aluminium et de l’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 

consommés 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 même cancérigènes pour l’Homme (Amqam et al. 2020). 

 

 Les Herbicides 

 Réglementation 

Bien qu’un ensemble de mesures soit pris pour lutter contre la présence de polluant dans 

l’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 l’eau 

constante conformément à l’arrêté du 10 juillet 1996. 

La qualité de l’eau consiste à mesurer et quantifier un ensemble de composés afin de 

s’assurer de la conformité bactériologique et organoleptique dans le but de valider l’innocuité 

de l’eau qui sera distribuée. La dureté de l’eau est une question d’équilibre, la présence en 

minéraux tels que le calcium ou le magnésium à forte concentration a l’inconvénient 

d’entartrer les conduits d’acheminement de l’eau, alors qu’une eau trop douce favoriserait la 

dissolution des métaux des canalisations et pourrait à ce titre entraîner des risques pour la 

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

La présence des résidus de pesticides et de leurs métabolites dans les eaux est encadrée 

par plusieurs réglementations européennes et nationales. Le règlement UE n° 528/2012 fixe 

les conditions de mise sur le marché des biocides et le règlement CE n° 1107/2009 celui des 

produits phytopharmaceutiques. Les directives 2000/60/CE (DCE) et 2006/118/CE sont 

relatives à la protection des ressources en eau.  
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La directive 98/83/CE concerne la qualité des Eaux destinée à 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 

qu’il est nécessaire de contrôler la présence de pesticides, mais ne propose pas de critère de 

pertinence (qui contrôler, quand, où et combien de fois).  

La directive 2006/118/CE complète la notion de pertinence des métabolites de pesticides 

qui n’était jusque-là pas mentionnée. Ainsi, la caractérisation de l’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 μg/L par substance individuelle et de 0,5 μg/L pour la somme de tous les 

pesticides détectés.  

Selon l’ANSES, la limite de qualité de 0,1 μg/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 à évaluer la toxicité des pesticides 

dans les années 1980 et a donné dès 1984 des concentrations maximales admissibles basées 

sur une évaluation du risque par ingestion d’eau. Les eaux dépassant la valeur limite doivent 

être utilisées uniquement sur une courte période, le temps pendant lequel les actions de 

remédiation sont mises en œuvre (ANSES, 2019). La surveillance et le contrôle des rejets de 

ces polluants dans notre environnement sont donc un enjeu de santé publique réglementé. 

 Les voies de transfert 

Les produits phytopharmaceutiques sous l’appellation herbicide ont été développés 

contre les plantes appelées « mauvaises herbes » qui poussent au milieu des champs 

agricoles. Le caractère sélectif de l’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 II). 

Ces plantes qui ne sont pourtant pas nuisibles puisent les ressources du sol et diminuent 

les rendements de production agricole. Leur utilisation est soumise à une régulation par le 

Code Rural et de la Pêche 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 façon 

non intentionnelle d’autres organismes, ne présentant pas de danger, au niveau du site 

d’application ou à distance de ce site par transport et dispersion de résidus dans 

l’environnement. 

Une des pistes d’action pour limiter cette diffusion est de connaître les mécanismes de 

transfert puisqu’ils sont majoritairement liés au circuit de l’eau. L’infiltration est un processus 

lent. Les résidus de pesticides solubles à la surface des sols migrent de façon verticale, 

entraînés par l’eau, pour rejoindre les nappes d’eau souterraines. Lors d’évènement 

particulier en cas de pluie diluvienne par exemple, le débit est augmenté, accentuant 

l’infiltration, on parle alors de lessivage. Les résidus de pesticides en solution ou absorbés par 

des particules peuvent aussi être entraînés par ruissellement à la surface du sol pour rejoindre 

les lacs et rivières de surface. Tous les pesticides épandus ne sont pas piégés dans les 

organismes ciblés. Une grande partie d'entre eux est dispersée dans l'atmosphère, 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 à l'origine 

d'une pollution diffuse qui contamine toutes les eaux : cours d'eau, eaux souterraines et zones 

littorales (Figure 20). 

 
Figure 20. Processus de diffusion des polluants dans l’environnement.  
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La complexité des études sur les pesticides provient de la grande diversité des produits 

régulièrement mis sur le marché. Il devient difficile de connaître les mécanismes de rétention 

ou de dégradation pour l’ensemble des molécules présentent sur le marché. Les paramètres 

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 à maîtriser 

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

 

 La surveillance et contrôle de la pollution 

 Les indicateurs de qualité  

Le suivi de la pollution de l’eau et des sols en France est assuré par des organismes 

effectuant des prélèvements réguliers comme la Banque Nationale des prélèvements 

quantitatifs en eau (BNPE), le Service de l'observation et des statistiques (SOeS), le Bureau de 

recherches géologiques et minières (BRGM) ou l’Agence régionale de santé (ARS).  

D’après 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 régulièrement 

questionnée d’autant qu’elle est utilisée pour les EDCH (Figure 21). 

 
Figure 21. Répartition géographique de la pollution des cours d’eau. Carte de SOeS 2013 

D’après la BDRHFV1 du BRGM, agences de l’eau, offices de l’eau BRGM, banque de données ADES, réseaux RCS 

et RCO Traitement 
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Pour connaître le degré de pollution d’une eau et déterminer si elle est propre à la 

consommation, un ensemble de paramètres sont regardés :  les matières en suspension totale 

après filtration, la demande chimique ou biochimique en oxygène, 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 l’écosystème et de connaître le type de 

pollution qui l’affecte.  

 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 

à 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 μg/L.  

La qualité d’une analyse de l’eau implique de garantir la maîtrise de l’ensemble de la 

chaîne de mesure depuis le prélèvement jusqu’à l’expression des résultats. De nombreux biais 

sont liés à 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 l’atrazine 

possède un t1/2 de 64 jours, le métolachlore un t1/2 de 42 jours et le diuron de 328 jours (Frank 

et Sirons 1985) (Jury et al. 1987). Les analyses après prélèvement effectué au-delà de cette 

demi-vie prennent le risque d’une disparition de la molécule mère dans l’échantillon.  

Les outils analytiques disponibles ne permettent pas toujours de détecter les polluants, 

surtout quand ces derniers sont présents à l’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 à chaque fois des étalons analytiques pour chaque métabolite.  

Traitement en station d’épuration_ En France environ 66 % de l’EDCH est produite à partir 

d’eau souterraine et 34 % à partir d’eau de surface (données de 2012). L’ensemble des stations 

d’épuration ne réalisent pas les mêmes traitements, car la répartition géographique des 

polluants diffère selon les activités régionales. 83 % des installations font appel à des 

traitements simples (désinfection et filtration à grande échelle), 12 % ont recours à 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 à des désinfectants.  

L’eau captée dans les stations de pompage va être acheminée jusqu’à l’usine de 

traitement de l’eau où elle va subir plusieurs étapes de traitement/désinfection pour être 

conforme aux réglementations en vigueur avant d’être distribuée dans le réseau d’eau potable 

des villes (Figure 22).  

 

Figure 22. Circuit de l’eau depuis la station de captage jusqu’aux réseaux de distribution 

domestiques 

L’accès à une eau potable n’est pas égalitaire sur la planète, aussi de nombreuses 

maladies sont transmises par voie fécale ou orale entraînant des maladies de la peau, des 

difficultés respiratoires et des troubles intestinaux par manque de mesure d’hygiène (Prüss-

Üstün et al. 2016). Le traitement des eaux usées représente un défi majeur, car 23 % des décès 

sont attribuables à la pollution environnementale. Le grand public est inévitablement exposé 

aux polluants environnementaux. 

Les méthodes d’élimination des polluants_ Au cours des dernières années, la présence de 

résidus de pesticides a augmenté de manière significative dans les eaux brutes utilisées pour 

la production des EDCH. Plusieurs méthodes sont disponibles pour l'élimination des 

pesticides: la dégradation photo-catalytique (TiO2), les procédés d'oxydation, la dégradation 

aérobie, les membranes de nanofiltration, l’ozonation et la coagulation (Qiang et al. 2010).  
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L'élimination des pesticides à faibles concentrations (µg/L) fait intervenir les réacteurs 

électrochimiques en fer couplé à l’oxydation par ultraviolet (Yahiaoui et al. 2011), le carbone 

granulaire électro-activé (Kitous et al. 2016) et les colonnes d’absorption à lit fixe de charbon 

actif en grains (Alves et al. 2019). L’élimination des molécules organiques de très faible taille 

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

Les nutriments apportés par les polluants peuvent être une source d’alimentation et 

contribuer à la croissance des populations microbiennes en participant à la synthèse de la 

biomasse. Les méthodes biologiques reposent sur la capacité des micro-organismes à 

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 à métaboliser, la dégradation sera incomplète et 

conduira à la formation de métabolites non réductible. Ces sous-produits présentent parfois 

des toxicités supérieures à celle de la molécule mère. Le diuron démontre très bien ce 

phénomène 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 complètement 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 onéreux, 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) extrêmement réactifs, l, prennent le relais, ils agissent rapidement 

et avec une faible sélectivité. Les POA peuvent utiliser le peroxyde d’hydrogène pour générer 

les •OH : les systèmes Fenton H2O2/Fe(II), la photolyse H2O2/UV, l’ozonolyse O3/H2O2 ou 

encore la photocatalyse hétérogène TiO2/UV (García-Montaño et al. 2006). Ce processus 

pourtant efficace n’est pas utilisé en routine dans les stations d’épuration en raison de son 

coût élevé, mais il est utilisé comme moyen de secours en cas de dépassement des seuils 

réglementaires (Oller, Malato, et Sánchez-Pérez 2011).  
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Figure 23. Biodégradation du diuron par des bactéries isolées du sol des cultures de canne à 

sucre. Figure de Egea et al. 2017. 

 

Les activités industrielles sont également soumises à un contrôle obligatoire des eaux 

usées. Le choix des méthodes de traitement va dépendre des critères de toxicité et de 

biodégradabilité des composés retrouvés. Si la molécule a une toxicité inférieure à 50 % et 

qu’elle est biodégradable, un traitement microbiologique doit être utilisé. Dans tous les autres 

cas un traitement POA doit être fait jusqu’à obtenir le seuil réglementaire.  

 Processus de dégradation des herbicides  

Selon la nature des sols, les résidus de pesticides mettent quelques heures à plusieurs 

dizaines d’années pour atteindre les eaux souterraines. En chemin, ses résidus peuvent subir 

des modifications chimiques, être 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 à 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’arrêter à tout moment, entre la molécule mère et 

le stade ultime de la dégradation en CO2 (minéralisation), et conduire à l’accumulation de 

métabolites. Une étude a démontré que Candida xestobii était capable de minéraliser le 

métolachlore (Mtc) en utilisant l'herbicide comme source de carbone (Munoz et al. 2011). Les 

polluants oxydés libèrent des électrons qui vont être captés par l’oxygène, le sol doit donc 

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

La biodégradation est soumise à divers facteurs tels que la température, l’humidité, les 

UV, l’acidité des sols et la composition en micro-organismes. Par exemple, la dégradation des 

triazines est plus importante lorsque l’humidité augmente (Ngigi et al. 2011). Les molécules 

de synthèses contiennent des groupements fonctionnels qui sont peu retrouvés dans la nature 

donc les réarrangements de structure tendent à rendre les molécules persistantes au vu de 

leur difficile et lente dégradation. Par exemple l’atrazine (Atz) en condition aérobie  peut être 

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 l’action de la photolyse, ajoute un nouveau sous-produit 

hydroxylé, l’hydroxy-atrazine (HyA) (Figure 25). 

 

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'à la minéralisation totale. Figure de Frontana-Uribe et al. 2013.  
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Figure 25. Dégradation de l’atrazine et formation de ses métabolites sous l’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 où 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 à une 

réaction impliquant le pesticide et une molécule d’eau. L’hydrolyse de l’Atz génère le 

métabolite 2-hydroxy-atrazine par substitution nucléophile Cl- par OH- et s’accompagne de la 

formation de HCl (Figure 25). L’hydrolyse de l’Atz est rapide à pH 2, mais quasi inexistante en 

milieu neutre. Or dans les sols abiotiques proches d’un pH neutre, des hydrolyses de l’atrazine 

sont retrouvées. Ce phénomène peut s’expliquer par l’interaction entre l’Atz et des cations 

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

Des métabolites sont aussi produits par la chaîne 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 à la formation d’AMPA (Grandcoin, Piel, et Baurès 2017). L’ozonation de l’Atz 
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(Figure 26) conduit à 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). 

 

Figure 26. Production des métabolites par ozonation de l’atrazine (Atz). Figure de Avis de 

l’Anses, Saisine n° 2013-SA-0187 

 

 L’exposition aux polluants et à leurs métabolites 

 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 à plus de 400 et le nombre de points de prélèvement a 

également été augmenté (~500 sites). Ces substances appartiennent à des familles variées 

comme les molécules phytosanitaires, pharmaceutiques (Tableau 5) et industrielles. Dans 

cette étude, 42 % des substances recherchées ont pu être quantifiées au moins une fois 

(Ghestem, Botta and Lopez 2013). Certaines substances attirent l’attention en raison de leur 

présence à l’échelle nationale (Atz et paracétamol), et d’autres par leur concentration 

particulièrement élevée dépassent de 10 à 20 fois la norme de 0,1 µg/L (dérivés de l’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 

 

 

 

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 révèle l’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, l’oxazépam ou le 

kétoprofène.  

Comparaison des campagnes_ Le rapport présenté par Dulio et Andres en 2013 révèlent la 

contamination importante de l’eau sur l’ensemble du territoire français par les métabolites de 

substances phytosanitaires. Les molécules de cette famille ont été non seulement 

fréquemment quantifiées, mais aussi ont montré des concentrations très élevées (supérieures 

à 0,1 µg/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) ». 

 

 Analyse de l’eau de consommation humaine  

Les études de conformité de l’eau à l’échelle régionale sont de plus en plus médiatisées. 

Un article de Ouest France paru le 28 avril 2021 montre que près de 1 million de 

consommateurs, principalement localisés en milieu rural, reçoivent une eau non conforme 

selon les données communiquées par l’ARS sur la qualité de l’eau. Parmi le million de 

consommateurs, 450 000 boivent une eau qui dépasse les normes maximales en matière de 

pesticide, soit une eau qui excède 0,5 µg/L pour la somme des substances actives analysées 

et 0,1 µg/L par substance active. Un des problèmes soulevés est la disparité géographique des 

substances recherchées. En effet, l’Etat fournit une liste de 750 pesticides potentiels à tester, 

mais l’ARS réduit cette liste en tenant compte des spécificités de culture régionale. Le nombre 

à tester varie énormément selon les ARS. Par exemple 12 pesticides sont recherchés dans 

l’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 contrôlées en Loire-Atlantique pour leur 

teneur en pesticides, une seule station répond à l’objectif de qualité. Sur la Figure 28 sont 
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représentées les stations avec moins de 10 % (vert) – 10 à 40 % (jaune) – 40 à 80 % (orange) 

et plus de 80 % (rouge) de dépassement des seuils en pesticides.  

 

Figure 28. Carte des 24 stations de 

traitement de l’eau évaluée en Pays de 

la Loire. Carte de Hub eau (EPTB Sèvre 

Nantaise)   

Station dépassant le seuil réglementaire. En vert 

(moins de 10 %), en jaune (de 10 à 40 %), en 

orange (de 40 à 80 %) et en rouge (+ de 80 %) 

 

Si l’on s’attarde plus particulièrement 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 à une fréquence de 50 % et pour 

laquelle nous ne retrouvons pas les métabolites de dégradation dans les analyses. À l’inverse, 

le 2-hydroxyatrazine est quantifié dans 87 % des analyses, mais dépasse rarement les seuils 

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

La comparaison des molécules mères et de leur métabolite est un indicateur précieux de 

suivi. L’analyse révèle que l’AMPA est fortement présente, et qu’elle dépasse à hauteur de 

8 % les valeurs seuils dans les eaux brutes (2 µg/L) et de 51 % les valeurs de potabilités de l’eau 

distribuée (0,1 µg/L). La molécule mère correspondant à l’AMPA est le glyphosate, les analyses 

nous indiquent qu’il est plus souvent détecté le métabolite que la molécule mère (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 à hauteur 72 % le seuil de potabilisation de l’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 mère est très utilisée en agriculture, mais qu’elle se 

dégrade rapidement dans les sols. Ces métabolites sont très persistants et doivent donc être 

suivis. 
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Figure 29. Qualité de l’eau en Région Pays de la Loire. Figure de Hub eau EPTB Sèvre Nantaise 

En rouge est indiquée la proportion d’analyses dépassant le seuil "eau brute" de 2 µg/L ; en orange la proportion 

dépassant le seuil de potabilisation "eau distribuée" de 0,1 µg/L et en bleu la proportion ne dépassant pas 

0,1 µg/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 mêmes molécules ont été quantifiées et avec des concentrations importantes 

pour l’ESA (3,6 μg/L). Néanmoins, d’autres régions de France possèdent 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 μg/L dans le Limousin (Guibal et al. 2018) .   

Malgré les efforts déployés dans les stations d’épuration, les différents moyens de 

remédiation mis en œuvre pour limiter les pesticides dans les EDCH ne suffisent pas à garantir 

le respect des 0,1 µg/L. Les analyses de l’eau brute (après captage) et de l’eau distribuée 

témoignent de ces difficultés (Tableau 3). Les procédés de traitement à Saint-Gein (filtres à 

charbon actif en grain et ajout de chlore) ne présentent pas l’efficacité nécessaire pour réduire 

la concentration des métabolites de l’alachlore (ALCL) et du métolachlore (Mtc) en dessous de 

la limite de qualité.  

 

Métolachlore ESA 
2 hydroxyatrazine 

AMPA 
Métolachlore OXA 

Sulfonate 
Benzotriazole 

Glyphosate 
Alachlor ESA 

Diuron 
Bentazon 

Atrazine DEA 
Propiconazole 
Diflufenicanil 

Fosetyl-aluminium 
Hydroxyterbuthylazine 

Triclopyr 
Biscalid 

2.4-MPCA 
2.6-dichlorobenzamide 

Dinitrocresol 
Terbutryne 

Dimethenamide 
2.4-D 

Monobutylétain 
Métolachlore 

https://www.sevre-nantaise.com/observatoire/qualite-eau-pesticides
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Tableau 3. Résultats d’analyses (en μg/L) du captage et de l’UDI desservie à Saint-Gein 2013 

 Molécules (µg/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, l’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 très peu de ces métabolites ont pu être quantifiés. Quand cela a été 

le cas, les métabolites du Mtc et de l’Atz représentaient une fréquence inférieure à 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 où peu d’activité agricole est faite, 

par conséquent le rejet dans l’environnement en montagne est très faible.   

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

Substances 
Nombre 

d’analyses 

Nombre de 

quantification 

Fréquence de 

quantification 

Cmax en µg/L 

Mtc-ESA 79 7 9 % 0,068 

DEA 79 4 5 % 0,020 

2-hydroxy-Atz 79 3 4 % 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. 

 

 Les effets des triazines et des chloroacétamides 

La question du rôle des polluants dans le développement des maladies chroniques et 

métaboliques est soulevée. Des liens ont pu être établis entre les facteurs externes 

(chimiques, stress, alimentation, etc.) et l’apparition de symptômes allergiques ou de 
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déséquilibre du microbiote par exemple sans que l’on puisse affirmer qu’ils en sont la cause. 

La pollution diffuse semble être un facteur supplémentaire à prendre en compte dans les 

maladies chroniques. 

Face à la grande diversité de polluants présents dans les sols et l’eau du robinet, les études 

scientifiques pour comprendre leurs effets sur l’environnement et l’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 à ces molécules.  

 L’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 chaîne de transport des électrons 

en bloquant la photosynthèse des plantes. L’action peut se faire au niveau du complexe PSII, 

ce qui a pour conséquence l’arrêt de la synthèse de composés sucrés. La surcharge en électron 

entraîne la formation de ROS amenant à 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’hydrogène 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 synthèse breveté en Suisse en 1958 et 

commercialisé dans le monde entier (Annexe III). Cependant, son utilisation a été 

controversée puisqu’il a été détecté dans le sol, les plantations, les réservoirs utilisés pour 

l'approvisionnement public en eau, les eaux souterraines, les ruisseaux, les lacs, les rivières, 

les mers et même les glaciers dans les régions éloignées (Nödler, 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 l’Union Européenne en 2003. Il reste cependant fortement 

employé aux Etats-Unis, en Chine, au Brésil et en Inde. Les métabolites de l’Atz ont une 

structure chimique distincte de la molécule mère. Par conséquent ils peuvent présenter des 

propriétés physico-chimiques différentes dans l’environnement. Si l’on remplace l’atome de 
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chlore de l’Atz par une fonction hydroxyle (OH) cela donne le métabolite 2-hydroxyatrazine 

qui est plus soluble dans l’eau que l’Atz. De plus, il présente une meilleure affinité pour la 

matière organique donc sa rétention est plus grande. A l’inverse, quand on élimine le groupe 

alkyle de l’Atz, cela conduit aux métabolites DEA et DIA. Dans ce cas, l’affinité pour la matière 

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

 

 

 

Figure 30. Cinétique de dissipation 

de l’atrazine dans un champ et 

apparition des produits de 

transformation. Figure de Barriuso 

et Koskinen 1996. 

 

 

L’Atz présente une toxicité aiguë pour l'algue verte d'eau douce Scenedesmus obliquus et 

le cladocère 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 l'Atz a été confirmée sur les branchies et la rate du tilapia du Nil (Oreochromis 

niloticus) (Oliveira et al. 2018).  

 Il semble que l’Atz touche particulièrement le système endocrinien. Une féminisation 

partielle a été retrouvée chez les poissons, les amphibiens et les reptiles lorsqu’ils sont 

exposés à 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 l’ADN ont été associées aux maladies transgénérationnelles du 

sperme (Thorson et al. 2020). La modification des schémas de méthylation de l'ADN induisant 

la reprogrammation des processus de développement est liée à l’hérédité des altérations 

épigénétiques (Anway et al. 2005). Néanmoins les effets génotoxiques de l'Atz sur les 

organismes aquatiques sont plutôt 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 aiguë réalisées chez l’animal, l'Atz a provoqué une toxicité 

pour le développement chez le lapin (Scialli, DeSesso, et Breckenridge 2014). L'Atz déclenche 

le stress oxydatif hépatique et l'apoptose chez les cailles Coturnix c. coturnix (C. Zhang et al. 

2017). Cette fois, dans les études de toxicité chronique, l’Atz est responsable d’une 

cardiotoxicité chez le chien (WHO guidelines for drinking-water quality 2003). Les études in 

vitro ont démontré l’effet génotoxique de l’Atz dans les cellules ovariennes de hamster 

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

L'Atz peut être convertie en N-nitrosoatrazine génotoxique dans l'environnement ou dans 

le système digestif, ce qui suggère que les N-nitrosamines dérivées des triazines pourraient 

être oncogènes. Bien que certaines études aient affirmé que l'exposition à l'Atz entraîne 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 à l’Atz, qui 

montrait un vieillissement prématuré du système 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 à la souche, au sexe et à l'espèce (Solomon 

et al. 2008). Il en est de même concernant une étude épidémiologique sur le développement 

de cancer du sein (Simpkins et al. 2011). Néanmoins l’association entre l’exposition à l’Atz 

pendant la gestation et la prévalence des naissances prématurées et des naissances de petite 

taille reste suspectée (Ochoa-Acuña et al. 2009).  C’est pourquoi, le CIRC considère l’Atz 

comme « inclassable quant à sa cancérogénicité ». 

Les effets de l’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 l’Atz chez des enfants 

d’agriculteur et des enfants moins exposés montre une présence significativement plus élevée 

pour les enfants régulièrement en contact de l’Atz (Curwin et al. 2010). 

 Le métolachlore 

Les herbicides à base de chloroacétamide inhibent l'élongase des acides gras à très longue 

chaîne (supérieure à 18 carbones). En intervenant tôt dans les étapes de synthèse 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 (Götz et Böger 
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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’isomères R et d'isomères S. Seul l’isomère 

S est actif, c’est pourquoi, en 2003 le Mtc a été interdit dans l’Union européenne au profit du 

S-métolachlore (S-Mtc). Le S-Mtc a permis de diminuer de 35 % les doses utilisées pour obtenir 

un contrôle des mauvaises herbes identiques à 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 altère 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 très retrouvés dans l’environnement (Figure 24A). Les propriétés physico-

chimiques du S-Mtc font du composé un élément volatil dans l’air et persistant dans les sols 

(Bedos et al. 2017) (Annexe IV). Les conditions environnementales influençant l'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 (t1/2 = 100 jours à 5 °C  et t1/2 = 5,7 jours à 35 °C) (Dinelli et al. 2000). Le 

S-Mtc est très soluble dans l’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 mère 

(Baran et al. 2011).  

Le S-Mtc et ses produits de dégradation ont un impact sur les huîtres, 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 rivières et les mers conduit à des modifications 

du développement des huîtres avec une augmentation du pourcentage de dommage à l’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 à des concentrations de 1,1- 11 et 110 μg/L ont vu leur mortalité 

augmenter dès les premiers stades de leur vie. L’activité métabolique (SOD, CAT, GST) semble 

plus impactée avec une faible concentration en S-Mtc. De plus, l’épithélium tubulaire de 

l’écrevisse a fortement été désorganisé (Stara et al. 2019). Des concentrations élevées 
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peuvent interférer avec la capacité des écrevisses à recevoir ou à répondre aux signaux sociaux 

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

L’effet du S-Mtc à forte dose (100 µg/L) sur la transcription des gènes liés au système 

thyroïdien chez le poisson Oryzias latipes a montré une perturbation de l’axe hypothalamus-

pituitaire-thyroïde (Jin et al. 2011). Chez d’autres espèces de poisson comme la carpe 

(Carassius carassius), le S-Mtc n’induit que de faible dommage à l’ADN. Les effets 

génotoxiques sont suspectés d’être plutôt 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 délétères 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 à une diminution de la taille du corps des grenouilles Rana catesbeiana (Bérubé 

et al. 2005). 

Dans l’ensemble, les études suggèrent qu’entre deux phénomènes 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 façon 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 l’expression des hormones de la 

reproduction des rats mâles (F. T. Mathias et al. 2012). Des embryons de poulet exposés au S-

Mtc ont eu une diminution significative de leur masse corporelle moyenne (Várnagy et al. 

2003). Les premiers tests de mutagénicité en 1997 montraient que le S-Mtc n’était ni 

mutagène pour les cellules microbiennes ni chez les animaux. De même, il n'y avait aucune 

preuve de dommages/réparation de l'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 à 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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l’induction de tumeur du foie (Dearfield et al. 1999). L'exposition au S-Mtc semble augmenter 

l’activité du cytochrome p450 CYP2B1/2 et CYP3A1/2 dans les cellules de foie de rat Sprague 

Dawley  (Dalton, Miller, et Meyer 2003) et l'activité de l'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 modèles très différents, il est 

nécessaire de regarder les études épidémiologiques pour comprendre et appréhender les 

effets du S-Mtc sur l’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 l’exposition à ce composé n’augmente 

pas l’incidence aux pathologies chroniques, mais fait le lien entre des cancers et le 

métolachlore. L’organisme américain EPA (environmental protection agency) le classe comme 

« Cancérogène possible pour l’Homme » en raison d’étude montrant le développement de 

cancer du foie et de lymphome à cellules folliculaires chez les agriculteurs fortement exposé 

à 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 côlon chez 

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

Les métabolites du S-Mtc n’ont été évalués que récemment. L’ANSES a réalisé deux 

synthèses à propos de la pertinence pour les eaux destinées à 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 l’ANSES confirme le manque 

d’information concernant l’effet cancérogène de ce métabolite. Les études de génotoxicité de 

l’ESA montrent des résultats équivoques pour 2 des 3 tests donc les autorités considèrent 

« qu’il n’est toujours pas possible d’exclure formellement un effet mutagène ou génotoxique 

du ESA » c’est pourquoi il est considéré comme pertinent pour les EDCH et doit donc 

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

 

Dans ce chapitre, nous allons revenir sur les différentes méthodes à la disposition des 

chercheurs permettant d’évaluer le comportement des xénobiotiques vis-à-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 à la barrière 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 l’évolution des modèles mis en œuvre dans le cadre des études sur 

la perméabilité membranaire intestinale.  

 

1. Les modèles développés pour l’étude de la stabilité gastro-intestinale d’un 

xénobiotique 

L’étude de la biodisponibilité de xénobiotiques après 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 (à jeun ou postprandial). L’objectif est alors d’imiter les fluides salivaires, 

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

Afin de mimer le plus fidèlement 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 modèles 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 modèles 

statiques. Ces modèles doivent alors être modulables, précis et reproductibles (Vatier, Célice-

Pingaud, et Farinotti 1998). 
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 Les modèles statiques 

Les compartiments, oral, gastrique et intestinal, n’ont pas les mêmes 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, dès à présent, traverser la 

muqueuse sublinguale ou buccale. Les xénobiotiques à 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 l’apport alimentaire et des conditions de vie de 

l’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 modèle consensus car la composition des milieux mimétiques 

est adaptée à chaque étude, par exemple pour la corrosion dentaire, pour les effets 

carcinogènes 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 l’estomac varie entre 1 et 5 en fonction de l’apport en aliments. 

L’ingestion de nourriture déclenche automatiquement une augmentation du pH du milieu 

gastrique. A jeun, l’estomac a un pH inférieur à 2 puis selon les types d’aliments ingérés le pH 

peut varier d’un repas à un autre, allant de pH 4 à 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 reflète la physiologie 

de l'état de jeûne appelé FaSSGF (fasted-state simulated gastric fluid), ce milieu est enrichi de 

la principale enzyme de digestion gastrique la pepsine à 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 premières min(début), de 75 

à 165 min (milieu) jusqu’à la fin de la digestion à plus de 165 min. Ces milieux postprandiaux 



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 3 :  Comment étudier les effets de ces xénobiotiques ? 

87 

  

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 à 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 

Dihydrogène 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 l'estomac dans l'intestin grêle, le pH 

duodénal remonte à un pH d’environ 6,5 puis diminue progressivement avec l’arrivée du 

contenu acide de l’estomac. Dans l’intestin grêle distal (iléon), le pH est neutre ~7.5 grâce à la 

sécrétion de bicarbonate. Au cours du trajet dans l’intestin grêle, la formation d’acides gras à 

chaîne courte obtenus par fermentation diminue le pH jusqu’au côlon ascendant pour se 

placer entre pH 6-8. La sécrétion de sels biliaires et de lécithines est plus importante dans 

l’intestin et d’autres enzymes de digestion sont retrouvées comme la trypsine, la 

chymotrypsine, la lipase ou l’amylase. Le cocktail de ces quatre enzymes est réuni dans 

l’extrait de pancréatine.  

De la même manière que pour l’estomac, des milieux différents ont été développés pour 

améliorer les prédictions in vitro. Le liquide synthétique intestinal à jeun (FaSSIF), le liquide 

synthétique intestinal postprandial (FeSSIF) ainsi que le liquide synthétique du côlon sont 

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

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

modèle 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 l’intestin grêle à jeun (FaSSIF), postprandial (FeSSIF) et 
du côlon (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±10 400±10 390±10 240±10 295 

Tampon (mmol/L/pH) 10 25 25 15 29.1 

 

Pour les modèles statiques, de grands volumes de milieu sont nécessaires et l’agitation 

continue n’est pas représentative des mouvements péristaltiques de l’intestin. Les modèles 

mono-compartimentaux se retrouvent avec le produit initial et les produits de dégradation 

mélangés. L’ajout d’un système de dialyse permet de retirer progressivement ces produits de 

dégradation (Miller et al. 1981). 

 Les modèles dynamiques 

Les modèles statiques sont particulièrement intéressants pour comprendre étape par 

étape les processus de dégradation du xénobiotique. Cependant pour obtenir une réponse 

plus complète, il est préférable de se tourner vers des systèmes 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 modèle gastrique dynamique (DGM) est un modèle mono-compartimental qui est 

spécifique de l'estomac, il prend en compte l’acidification progressive par un ajout d’HCl et 



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 3 :  Comment étudier les effets de ces xénobiotiques ? 

89 

  

l'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 première partie du compartiment fait office de 

système de broyage mécanique puisque des forces de cisaillement sont reproduites à l’aide 

d’un piston, dans une seringue qui pousse la solution vers la deuxième 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 deuxième partie du compartiment. La seconde 

partie est le lieu du mélange entre les xénobiotiques et les sécrétions gastriques. Un circuit 

permet de contrôler l’ajout de HCl et de sécrétions gastriques. Le pH est contrôlé par une 

électrode à pH (Vardakou et al. 2011). 

Le modèle de simulation gastrique humaine (HGS), est un modèle qui fait intervenir les 

mouvements péristaltiques grâce à 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 modèle aussi, le débit de la pepsine est contrôlé (Kong et Singh 2010). 

Un système plus complexe, contrôlé par un ordinateur, est capable de reproduire la 

température et les changements de pH dans deux compartiments séparément. Un premier 

compartiment mimant l’estomac met en mélange les xénobiotiques avec un flux de sécrétions 

gastriques contrôlé. Une pompe aspire à intervalle de temps donné le mélange pour l’envoyer 

vers un second compartiment en deux parties correspondant au duodénum proximal et au 

duodénum distal. Les paramètres de chaque chambre de ce deuxième compartiment peuvent 

être réglés individuellement (pH, température, ajout de pancréatine et de sels biliaires). Ce 

système est toujours en mouvement puisqu’une autre pompe aspire avec un débit ajustable 

le mélange de ce deuxième compartiment. Une dialyse peut également être ajoutée au 

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

Seul le modèle dynamique multi-compartimental TIM (TNO gastrointestinal Model) est 

considéré comme « complet », allant d’un compartiment oral avec une salive synthétique 

jusqu’à l’iléon avec un compartiment pour chaque portion gastrique et intestinale (Dickinson 

et al. 2012). Bien que très développé, ce modèle n’est pas adapté à un travail en routine et à 

une méthode standardisée pour l’étude des xénobiotiques. 

A l’aide de ces modèles, 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 l’administration orale des protéines thérapeutiques 

 Les approches facilitant l’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. Ils peuvent chélater les ions qui sont indispensables au fonctionnement des 

co-transporteurs (Isenring et Forbush 1997). Ils peuvent également agir indirectement sur la 

voie paracellulaire en stoppant l’action des ions nécessaires au fonctionnement des protéines 

de jonction. Par exemple, l’E-cad peut être 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 barrière intestinale. Ils peuvent présenter une cytotoxicité locale transitoire de 

l’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 

que les tensioactifs cationiques avaient plutôt un impact sur la voie transcellulaire (Artursson 

et Magnusson 1990). Il n’existe à l’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 décanoïque) 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 l’ajout de polyéthylène 

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 revêtement 

hydrophile à base d’un copolymère 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 être des surfactants ou des chitosans (Ahonen, Hill, et 

Schoenfisch 2019). 

L’inhibition des enzymes_ De nombreuses enzymes participent à la dégradation des peptides, 

empêchant ainsi leur passage à travers la barrière épithéliale. A l’aide d’une co-formulation 
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entre une protéine cargo et un inhibiteur d’enzymes tel que l’apoprotéine, la leupeptine ou le 

soja inhibiteur de trypsine, le peptide possède une protection locale au site d’absorption de 

la muqueuse intestinale (J. J. Liu et al. 2011). Une autre stratégie consiste à enrober le peptide 

d’une tablette insensible au pH acide, lui permettant de traverser le compartiment gastrique 

sans subir l’action de la pepsine. Lorsque le peptide entouré de la tablette arrive dans l’intestin 

elle est dissoute par l’augmentation du pH, libérant les peptides directement au niveau de la 

barrière intestinale (Binkley et al. 2012). Une étude chez les Beagles a montré que 

coadministrer de l’acide citrique avec la calcitonine de saumon par voie orale réduisait l’action 

de la trypsine et augmentait l’absorption de la calcitonine (Y. H. Lee et al. 1999) 

Les patchs intestinaux_ Ils jouent le rôle de réservoir de molécules et de protecteur vis-à-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’entraîne 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 particulièrement 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 l’accès des enzymes restrictives 

aux extrémités N et C terminales des protéines. La cyclosporine est un exemple de peptide 

cyclique ayant montré son efficacité à résister à 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 grâce à 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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 L’ingénierie protéique 

Les scientifiques emploient deux concepts pour modifier les séquences polypeptidiques 

des protéines. Ils peuvent utiliser la diversité naturelle générée par les organismes ou réaliser 

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

 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’intérêts.  

Approche métagénomique_ Cette approche vise à étudier le contenu génétique d’un 

échantillon issu d’un environnement complexe trouvé dans la nature (par opposition à des 

échantillons cultivés en laboratoire) (Simon et Daniel 2011). Le principe est d’extraire de l’ADN 

d’un organisme pour en faire une banque de données puis d’appliquer des 

désoxyribonucléases (DNAse) ou des enzymes de restriction pour fragmenter l’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 hôte (une 

souche d’expression bactérienne ou des cellules de mammifère par exemple) (Simon et Daniel 

2017). Certains organismes n’expriment pas les mêmes codons, le choix de l’hôte est 

important pour ne pas se retrouver avec une protéine mal repliée, tronquée ou non 

fonctionnelle. Par exemple, un hôte eucaryote est capable de réaliser les modifications post-

traditionnelles que ne font pas les procaryotes (Fitchette et al. 2007). Les protéines traduites 

par l’hôte sont isolées puis criblées pour ne garder que celles qui ont l’activité recherchée. Les 

méthodes de criblage sont variées et nous pouvons citer les puces à ADN, les RT-PCR, le 

séquençage 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 gène code pour la 

protéine d’intérêt et, dans ce cas, il est possible de synthétiser directement le gène et de 

l’inclure dans le vecteur.  

Approche méta-transcriptomique_ Dans cette approche, les gènes matures sans introns sont 

préférés, c’est pourquoi les ARN sont extraits au lieu de l’ADN (Mukherjee et Reddy 2020). 

Cette méthode est cependant délicate car les ARN ont une faible durée de vie et sont très 

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 

quantité 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 à cribler, c’est pourquoi d’autres 

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

 La mutagenèse dirigée 

La modification à façon 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 l’intégrité structurale et fonctionnelle de la protéine.  

Evolution moléculaire dirigée_ Un gène sauvage codant pour une protéine peut être modifié 

par l’introduction de mutations spécifiques ou aléatoires. L’introduction de ces 

oligonucléotides peut se faire par hybridation du gène d’intérêt dans le génome ou par 

l’utilisation de nucléases à doigt de zinc. La polymérase en charge de l’ajout des AA va 

commettre plus d’erreurs en présence de manganèse par exemple et donc former de 

nouvelles protéines qui n’étaient pas existantes à l’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 même acide aminé. La dégénérescence du code génétique est la 

redondance de codon pour former un même acide aminé (Welti 1986). Elle résulte du fait qu'il 

existe plus de codons que d'AA encodables. Cette redondance empêche 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 

à ne pas introduire de codon-stop.  

Evolution par permutation circulaire_ L’ajout d’un linker sur un gène 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 à une diversification des applications pour les nouvelles protéines. 
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La mutagenèse dirigée impose de nombreuses optimisations du génome 

comme : l’amélioration du gène d’intérêt pour qu’il soit surexprimé, l’amélioration de la 

stabilité et de la traduction de l’ARNm, l’adaptation de la force du promoteur pour éviter la 

précipitation des protéines ou l’amélioration de la séquence de fixation au ribosome pour que 

la synthèse puisse se dérouler correctement. Il est possible également d’optimiser les codons 

d’usage. La fréquence des codons diffère d’un organisme à 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 gènes codants pour des enzymes 

qui dégradent le produit ou le substrat de réaction. 

 L’ingénierie rationnelle des protéines 

L’ingénierie rationnelle a pour objectif la connaissance fine de la relation structure-

fonction. Elle se met en place après un travail de prédiction de la modification et ainsi permet 

de limiter l’exploration à un faible nombre de possibilités.  

Cette approche est, par exemple, à l’origine de l’introduction d’une étiquette peptidique 

pour faciliter l’utilisation de la protéine lors des purifications, du suivi in vivo, du dosage, etc 

(Daggett, Layer, et Cropp 2009). Les protéines à multi domaines ont les séquences des 

domaines identiques mis à part celles qui peuvent reconnaître des régions spécifiques de 

l’ADN. Les intéines réalisent un épissage naturel des protéines sous l’assistance de molécules 

catalytiques. On peut aussi utiliser des doigts de zinc fusionnés à 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 à haut 

débit, cette méthode est soumise à la connaissance de la structure primaire (enchaînement 

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 possèdent un site actif avec une fonction catalytique, qui est 

le lieu de l’interaction avec d’autres protéines ou cibles. Alors que les AA impliqués dans ce 

site catalytique peuvent plus facilement être identifiés, certains AA éloignés de ce site jouent 

tout de même un rôle 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, mutagenèse dirigée, production des mutants, purification, 

caractérisation fonctionnelle et séquençage (Figure 31).  

 
Figure 31. Les différentes approches d’ingénierie protéique de la conception à la 

caractérisation de la protéine d’intérêt 

 

L’ingénierie protéique est donc un outil très appréciable puisqu’elle permet : 

d’augmenter la stabilité d’une protéine face à 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 

à l’action d’inhibiteurs. 
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3. Les modèles d’étude de la barrière intestinale 

 Etudes réglementaires 

Différents facteurs peuvent altérer la barrière intestinale et engendrer une 

hyperperméabilité qui laisse passer des pathogènes ou composés toxiques à l’origine de 

diverses maladies. Les xénobiotiques de types polluants sont soumis à une autorisation de 

mise sur le marché, mais aucune disposition n’est prise pour évaluer leur effet chez l’Homme 

à 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 l’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 aiguë et chronique sont réalisées chez l’animal. Le but est 

d’administrer une unique dose massive du composé pour déterminer la concentration où 50 % 

de la population testée décède. 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 être étudiées (inhalation, 

ingestion, voie cutanée). Depuis 2002, les réglementations sur l’utilisation des animaux de 

laboratoire ont évolué et la détermination directe du CL50 est interdite en Europe. Pour les 

nouvelles molécules, une autorisation particulière est accordée, avec un très faible nombre 

d’animaux autorisé (entre 5 et 9), dans le cas où aucune information bibliographique sur la 

toxicité n’est à 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 à quelques dizaines d’années plus tard. 

L’objectif est donc de déterminer quelle est la dose quotidienne d’exposition en dessous de 

laquelle 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 Journalière 

Admissible (DJA) pour l’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-espèce 

due au passage de l’animal à l’Homme, et de la différence de métabolisme d’un individu à 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 être exposé à 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 l’animal, en 

voici quelques exemples. La toxicité sur le développement embryonnaire prévoit d’être testée 

sur 2 espèces différentes (rongeur et lagomorphe) pour mesurer le potentiel tératogène 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’être 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 après une 

exposition à la lumière (Youn et al. 2020). 

La prise en compte de la sensibilité et du bien-être animal conduit à remettre en cause 

son utilisation à des fins scientifiques. Les moyens d’identification de l’altération de la barrière 

intestinale et de la toxicité ont subi une grande évolution au cours du temps avec l’avènement 

du principe des 3R (Raffiner, Réduire et Remplacer) en expérimentation animale (Díaz et al. 

2020). Face à 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 modèles cellulaires in vitro validés pour prédire la sécurité et la toxicité des ingrédients 

cosmétiques avec notamment des modèles de peau artificielle (Ponec 2002). L’utilisation des 

bactéries est particulièrement développée pour les études de mutation génétique humaine 

dans les tests de génotoxicité. La génotoxicité est un paramètre 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 mammifères et le test de micronoyaux in vivo sur les 

érythrocytes de mammifères (Zeiger 2019). 
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Ces essais in vitro bactériens sont plus rapides à effectuer, peu coûteux et faciles à mettre 

en place au sein d’un laboratoire. Ces essais de mutation peuvent ne pas convenir pour les 

xénobiotiques exerçant une activité bactéricide. Dans ce cas, l’utilisation d’autres animaux 

comme les drosophiles ou les Zebra Fish est encouragée (Peraza-Vega et al. 2017 ; Wahyuni 

et al. 2021).   

 

 Etudes conventionnelles  

 Les études sur l’Homme 

Pour étudier la perméabilité membranaire intestinale des personnes atteintes 

d’inflammation chronique de l’intestin, des tests de perméabilité chez l’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 barrière intestinale : l’une passe entre les cellules de l’intestin et 

l’autre traverse les cellules pour être absorbée (Genser et al. 2018). Dans le cas d’une barrière 

saine, il ne passe que 2 molécules de lactinol pour 100 molécules de mannitol. Une quantité 

importante de peptides dans les urines indiquera l’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 à base de différents sucres tels que le saccharose, lactulose, l-

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 l'érythritol et le sucralose est utilisé comme 

évaluation de la perméabilité colique (van Wijck et al. 2013). Après avoir bu une solution 

contenant les sondes oligosaccharidiques, un prélèvement d’urine est effectué puis analysé 

par chromatographie liquide à haute performance. 

Un autre moyen de comprendre l’état de la perméabilité intestinale est de regarder des 

biomarqueurs fiables dans le sang. La zonuline (47 kDa), un analogue humain endogène de 

l'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 

possède une protéine spécifique (L-FABP, I-FABP, IL-FABP,…) (Gajda et Storch 2015). Les FABP 

vont être libérées dans le plasma sanguin suite à des ischémies de la barrière, des altérations 

ou des maladies de l'intestin grêle, les rendant facilement détectables (Kanda et al. 1992). La 

citrulline, un acide aminé non protéique, utilise la glutamine comme précurseur pour être 

produit par les entérocytes. Elle représente un biomarqueur de la réduction de la masse des 

entérocytes et donc est un témoin de l’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 hématopoïétiques (Crenn, Messing, et Cynober 2008). D’autres marqueurs 

ont été identifiés comme le lipopolysaccharide (LPS), une endotoxine, présente à la surface 

des bactéries ; le GLP-2 un produit de clivage du glucagon spécifique de l'intestin ; la α-1-

antitrypsine, un inhibiteur de la sérine protéase, retrouvé dans les fèces et corrélé à la maladie 

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

L’étude des effets de nouvelles molécules ou des xénobiotiques sur la barrière intestinale 

et l’exploration des mécanismes affectés ne peut être réalisée directement chez l’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 l’épithélium, durée de la perméation, …) (Arrieta, Bistritz, et 

Meddings 2006). 

 Les modèles in vivo 

Les modèles animaux et plus particulièrement les mammifères sont les modèles vivants 

présentant des similarités du point de vue anatomique, physiologique, histologique et 

fonctionnel avec l’Homme. Dans ce sens, les résultats obtenus avec l’utilisation des 

mammifères restent le plus souvent la référence pour le développement de futurs modèles 

de toxicité et de perméabilité intestinale. De plus, les animaux expriment de nombreuses 

maladies communes avec l’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 l’intestin, le modèle porcin est 

particulièrement adapté, car les lésions inflammatoires intestinales sont comparables à celles 

observées chez les patients atteints de MICI (Yandza et al. 2012). De plus, le modèle porcin 

fournit une réponse immunitaire analogue à celle de l’Homme (Oswald 2006). 
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Les modèles rongeurs et lagomorphes sont particulièrement développés puisqu’ils sont 

faciles à élever (grand nombre sur une superficie restreinte) et il est possible de modifier 

spécifiquement leurs gènes pour en comprendre leur fonction (Giocanti-Auregan et al. 2013). 

Ce sont des modèles 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 espèces moins sensibles à la douleur 

comme les poissons ou les invertébrés. C’est le cas notamment du modèle de poisson-zèbre 

pour la toxicité intestinale induite par les médicaments (Ryu et al. 2018). Des tests de toxicité 

aiguë sont parfois réalisés chez les vers à soie (Usui et al. 2016) et les drosophiles (Peraza-Vega 

et al. 2017). 

 Les modèles ex vivo 

Le principe des modèles ex vivo consiste à perfuser directement un organe ou un morceau 

d’organe en dehors de l’organisme dont il est issu. La perméation en chambre de Ussing 

représente le système le plus adapté pour ce modèle (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 génère le courant tandis qu’une autre paire est 

présente pour suivre les paramètres électrophysiologiques tels que la résistance électrique 

transépithéliale (TEER) (Thomson et al. 2019). Après l’ajout de marqueurs dans la chambre 

muqueuse, il est possible de prélever à intervalle de temps précis des échantillons dans la 

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 

être perfusés en continu. La miniaturisation du procédé permet de réduire les volumes de 

xénobiotiques à tester et permet aussi de réutiliser la même biopsie pour plusieurs séries 

d’expériences. Le screening de molécules peut être envisagé, Schimpel et al. ont publié un 

article où ils évaluaient le transport de plusieurs nanoparticules à l’aide de segments 

intestinaux porcins en chambre de Ussing (Schimpel et al. 2014). 



BIBLIOGRAPHIE_ Chapitre 3 :  Comment étudier les effets de ces xénobiotiques ? 

101 

  

 

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 

génèrent le courant et mesurent les paramètres électrophysiologiques. La direction du flux de gaz vers le tampon 

est indiquée par des flèches.  

 

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 côlon ont permis de montrer la perméabilité spécifique des 

médicaments à chaque segment de l’intestin. Le suivi de la perméabilité intestinale a été 

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

 

 Les modèles alternatifs in vitro 

L'évaluation de la perméabilité intestinale est importante, car la muqueuse du tractus 

gastro-intestinal est la première barrière pour les xénobiotiques oraux. Jusqu'à présent, les 

modèles animaux (rongeurs) ont été recommandés par la pharmacopée, mais depuis les 

années 2000, les modèles in vitro se sont imposés comme une alternative suffisante pour 

mimer la barrière intestinale en limitant les coûts et diminuant l’utilisation des animaux. Ces 

modèles ont d’ailleurs permis d’acquérir les connaissances de base sur la physiologie de 

l'appareil digestif. 

La méthode in vitro la plus communément répandue et validée pour déterminer la 

perméabilité membranaire est la mesure du flux de molécule à travers une monocouche de 

cellules d’adénocarcinome de côlon 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, à l’exception de CYP3A4 (Borlak et Zwadlo 2003). En outre, les cellules Caco-2 

possèdent une gamme de transporteurs trouvés dans les cellules intestinales absorbantes, 

comme la P-glycoprotéine, des protéines associées à 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 l’Homme.  

C’est pourquoi, les études de perméabilité in vitro à 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 « l’Agence américaine des 

produits alimentaires et médicamenteux » (Food and Drug Administration - FDA) pour 

soutenir de nouvelles applications de médicaments. Néanmoins, certaines variations de 

l'expression des transporteurs peuvent se produire dans les cellules Caco-2 en fonction de 

l'origine des cellules, ce qui souligne l'intérêt 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 paramètres étudiés. La 

présence de mucus peut jouer un rôle important dans l'adhésion et l'invasion des agents 

pathogènes. La lignée épithéliale HT-29 provient également d’un adénocarcinome de côlon. 

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-pathogènes (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 à différentes voies de différenciation 

entérocytaire. La différenciation n'est pas spontanée, elle dépend de l’apport en nutriments. 

Par exemple, l’expression des hydrolases au niveau de la bordure en brosse est sensible à la 

présence de glucose. Lorsque les HT-29 sont cultivés avec du glucose, elles restent 

indifférenciées (Ponce de León-Rodríguez, 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 l’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 à des cryptes après induction par des facteurs de croissance humains 

recombinants (TGFβ1 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 modèles in vitro toujours simples à mettre en 

œuvre, mais un peu plus réalistes, plusieurs modèles de co-culture ou de triple-culture plus 

représentatifs de l'intestin grêle, 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 à sa surface. Cependant, ce modèle 

ne rend pas possible la formation de cryptes et villosités en raison de la monocouche. Un 

modèle de co-culture ressemblant à l’état sain a été créé avec des cellules Caco-2 et THP-1 

différenciées. Ce type de modèle permet également d’étudier les effets des xénobiotiques sur 

une barrière enflammée suite à l’induction d’un état inflammatoire avec LPS et l’IFN-γ 

(Kämpfer et al. 2017). Des modèles de triple-culture ont également été développés. Le modèle 

le plus rependu dans l’étude de l'absorption des xénobiotiques comprend les cellules Caco-2, 

HT29 et des lymphocytes B de Raji. Ce modèle est particulièrement 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 systèmes 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 lumière 

intestinale (côté apical) et le compartiment sanguin après traversée des cellules épithéliales 

(côté basolatéral) (Figure 33). Ce système est nommé Transwell. 
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Figure 33. Représentation d’une monocouche cellulaire sur la technologie Transwell  

 

Ce modèle Transwell a pour avantage d’acquérir des propriétés de barrière notamment 

la polarité, les jonctions serrées, que les cellules n’ont pas en culture 2D sur des boîtes de 

Pétri. L’évaluation du transport d’un xénobiotique se réalise en l’ajoutant du côté apical, on 

suit alors le paramètre 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 l'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 paramètre tient compte de la surface du filtre et du volume de chaque 

chambre. 

Un modèle de muqueuse intestinale a été développé employant une co-culture Caco-

2/HT29-MTX adhérée sur un filtre Transwell avec un gel de collagène et des cellules stromales 

(fibroblastes) pour étudier l'absorption des xénobiotiques (N. Li et al. 2013). Ces modèles 

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), l'inuline, le polyéthylène glycol, le dextran couplé à 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 l’eau, ne traverse pas la barrière lorsqu’elle 

n’est pas altérée. Les composés de faibles poids moléculaires comme le FITC-dextran 4kDa 

empruntent la voie transépithéliale tandis que l’acide sulfonique (400 Da) et la HRP sont des 

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

(Schoultz et Keita 2020) . 

L’intégrité des monocouches de cellules est vérifiée à l’aide du TEER. La perméabilité de 

la monocouche est liée à la formation des protéines de jonction qui assurent la cohésion 

cellulaire. La valeur de TEER reflète donc les structures et les propriétés physiques des cellules 

épithéliales cultivées sur filtre, lorsque la résistance diminue, alors une altération de la 

barrière a eu lieu (S. Chen, Einspanier, et Schoen 2015). Pour une différenciation cellulaire 

complète, la culture nécessite 3 semaines, ce qui représente un modèle long à 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 à l’esprit que l’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 modèles de lignées 

cellulaires et les études in vivo ont conduit à l’utilisation de cellules primaires. Les cellules 

épithéliales intestinales humaines (HIEC) différenciées à partir de cellules souches intestinales 

sont un nouveau système d’évaluation de la perméabilité (Takenaka et al. 2016). Les HIEC 

servent également de modèles d'infection afin de mieux comprendre les interactions hôte-

parasite (Castellanos-Gonzalez et al. 2013). La mise en culture des HIEC avec des macrophages, 

monocytes ou des médiateurs de l’immunité a montré qu’ils contribuaient à la perturbation 

de la barrière épithéliale par la dérégulation des protéines de la jonction serrée. La 

contribution des macrophages a par ailleurs induit une apoptose des cellules entraînant une 

inflammation intestinale importante (Lissner et al. 2015). 

A la différence des lignées cellulaires immortalisées qui conservent leurs caractéristiques 

morphologiques et fonctionnelles après chaque division cellulaire, les cellules primaires sont 

moins homogènes et moins stables dans le temps. Les dérives doivent donc être contrôlées. 

De plus, la variabilité des réponses données par la culture des cellules primaires est à l’origine 

de problèmes de reproductibilité de résultats entre laboratoires (Kämpfer et al. 2017). 
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Pour pallier au manque de reproductibilité à l’échelle internationale, des systèmes 

automatisés sont apparus comme moyen de standardisation. La bio-impression, par exemple, 

offre des possibilités pour l’impression de cellules épithéliales intestinales primaires humaines 

et de myofibroblastes sur un filtre Transwell (Madden et al. 2018). Les modèles alternatifs se 

tournent donc vers des structures en 3 dimensions. 

 

 Les modèles alternatifs en 3D 

 Les sphéroïdes 

Les cocultures cellulaires en 2D même cultivées sur des filtres ne reproduisent pas 

l'architecture de l'épithélium multicellulaire et ne tiennent pas compte du 

microenvironnement qui l’entoure. C’est pourquoi le développement de modèle 3D avec 

l’ajout de matrice extracellulaire reflète mieux la complexité existante in vivo. 

Des structures qui font office d’échafaudages vont permettre aux cellules de s’organiser 

dans l’espace et ainsi favoriser la formation de villosités et augmenter la perméabilité. Les 

types d’échafaudages sont variés, ils peuvent être de type nanofibres ou de type hydrogels 

(Figure 34). 

 
Figure 34. Photo d’un sphéroïde réalisé au laboratoire.  

Sphéroïde composé de cellules primaires dans un échafaudage d’alginate. Le sphéroïde 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 l’hydrogel les cellules s’organisent en multicouches, pour former des 

sphéroïdes. Tandis que les cellules cultivées sur des surfaces d’hydrogels ont plutôt formé des 

structures de type villosité. Sur le principe d’un modèle 3D intégrant les cellules dans 

l’hydrogel, une étude a montré que le modèle 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 l’efficacité thérapeutique 

selon la formulation (Leonard et al. 2012). Les sphéroïdes représentent un excellent moyen 

de mimer des tumeurs colorectales ou gastriques pour étudier les effets toxiques ou 

inducteurs de prolifération des xénobiotiques ou bien l’efficacité de ciblage d’agents 

thérapeutiques (Courau et al. 2019). 

 

 Les organoïdes 

Dans l’objectif d’obtenir un modèle regroupant tous les types de cellules de l’intestin et 

qui conserve les propriétés physiologiques du tissu intestinal, l’accent a été mis sur le 

développement d’organoïdes. Ce modèle cellulaire est dérivé de cellules souches capables 

non seulement de se différencier, mais également de s’autorenouveler, donnant un modèle 

plus autonome. Trois sources de cellules permettent de générer des organoïdes : les cellules 

épithéliales intestinales obtenues par reprogrammation directe de fibroblastes ; les cellules 

souches pluripotentes ou embryonnaires qui peuvent donner des organoïdes 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’organoïde, lorsqu’il est injecté sous la peau d’un animal, est capable de reconstituer 

localement un épithélium intestinal. Les expériences de transplantations démontrent l’intérêt 

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

De façon générale, les systèmes de culture des organoïdes reposent sur l’immersion des 

cellules. Comme pour les sphéroïdes, les organoïdes se développent dans un gel ou une 

matrice extracellulaire (laminin-rich matrigel), immergés dans un milieu de culture (Sato et al. 

2009). Ces systèmes favorisent l’expansion de l’épithélium pendant 60 jours, ce qui permet à 

la fois une prolifération et une différenciation multilinéaire, et à 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 côlon, de l’estomac ou encore du foie (Review of 
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Modeling Development and Disease with Organoids, par Hans Clevers 2016). Ces  modèles 

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 être cultivées en monocouches dans des boîtes de culture ou dans des systèmes 

Transwell en utilisant des cellules cultivées en organoïdes épithéliaux ou en épithélium 

intestinal isolé (Figure 35). Manipuler les organoïdes sur un système Transwell permet de 

former des monocouches plus complexes.  

 
Figure 35. Les différentes formes d'organoïdes intestinaux pour modéliser les fonctions de la 

barrière intestinale. Figure de Nakamura 2019.  

 

Puisque les organoïdes peuvent modéliser des pathologies humaines, il devient possible 

d’étudier les mécanismes de la pathologie. Il est même envisageable de réaliser les tests 

préliminaires de screening des médicaments sur ces modèles ou de réaliser de la médecine 

personnalisée (Rossi, Manfrin, et Lutolf 2018). Des modèles toujours plus complexes se 

développent continuellement avec notamment un modèle de co-culture macrophage-

entéroïde humain primaire pour étudier la physiologie de la muqueuse intestinale et les 

interactions hôte-pathogène (Noel et al. 2017). 

 Les systèmes microphysiologiques 

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

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

contraintes de cisaillement que les cellules reçoivent doivent être pris en compte.  

Les modèles microphysiologiques (MPS) sont adaptés aux expositions chroniques 

puisqu’ils reproduisent l’approvisionnement constant en nutriments. Des modèles miniatures 

d’organe-sur-puce en système fluidique sont un nouveau moyen d’évaluer in vitro l’efficacité 

d'absorption de xénobiotiques. Une molécule chimiothérapeutique destinée à être 

administrée par voie orale a pu être 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-même 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 même sens sont séparés par une 

membrane poreuse (4). Une matrice extracellulaire (5) repose sur la membrane. Les cellules (3) adhèrent à la 

matrice et forment des villosités qui augmentent l’absorption.  

 

Il est aussi possible de combiner les organoïdes et la technologie d’organe sur puce pour 

étudier les interactions entre médicaments. Là où un modèle statique informerait uniquement 

sur le transport des médicaments, la combinaison de deux modèles permettrait d’étudier 

simultanément l’absorption, le métabolisme et les interactions. Pour exemple, un modèle de 

duodénum sur puce utilisant des organoïdes a mis en avant l’utilité d’avoir une forte 

expression du CYP3A4 pour l’étude de la métabolisation des xénobiotiques (Kasendra et al. 

2020).  
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 Les bioréacteurs 

Les bioréacteurs représentent également un système dynamique qui met en culture des 

organoïdes ou cocultures en 3D. Les conditions dynamiques favorisent la différenciation des 

cellules Caco-2 en cellules ressemblant à des cellules épithéliales de l'intestin grêle (Pusch et 

al. 2011). Les divers formats de bioréacteurs sont présentés dans de nombreuses revues (H.-

C. Chen et Hu 2006). Le système de bioréacteur à perfusion s'est révélé bénéfique pour la 

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

 

 Les modèles alternatifs in silico 

L’ensemble des modèles in vitro en 2D ou 3D à haut débit et à plus ou moins faible coût 

génèrent 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 modèles prédictifs (Edler et Ittrich 2003). 

Plusieurs outils bio-informatiques ont fait émerger des modèles in silico pour l'évaluation 

de la toxicité (Burton et al. 2016). En analysant les paramètres obtenus par les modèles 

cellulaires in vitro, des systèmes 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 modèle PBPK. Ce modèle 

est capable d’intégrer les paramètres physiologiques, anatomiques, chimiques et physiques 

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

De plus, l’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 

l’interaction la plus fréquemment 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 thèse 

 

Le transport et le passage des xénobiotiques dans la circulation générale sont entravés 

par les barrières 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 l’organisme. La 

compréhension du devenir des xénobiotiques permet de mieux appréhender les 

dérégulations qu’ils entraînent. Une avancée conséquente des techniques et des outils 

d’étude est à l’origine d’une disparité des résultats d’un laboratoire à un autre suivant la 

complexité des modèles employés.  

Le projet de thèse que je vous décris dans ce manuscrit a pour objet de présenter des 

modèles à mettre en place dans un laboratoire pour évaluer les effets et le devenir de 

xénobiotiques dans un contexte d’administration orale. Cette thèse s’inscrit dans un 

consortium nommé MiBioGate qui vise entre autres objectifs, à développer de nouveaux 

outils de ciblage du microbiote ou de la barrière d’organes, et à identifier des biomarqueurs 

et des facteurs responsables de pathologies inflammatoires chroniques de l’intestin. 

La première partie du travail de thèse a donc concerné l’étude d’agents thérapeutiques 

alternatifs aux anticorps. La première équipe, dans laquelle j’ai été accueillie, disposait d’une 

compétence particulière sur des protéines d’échafaudages vectrices, appelées affitines. 

Différentes affitines générées contre des immunoglobulines, biomarqueurs bactériens ou 

tumoraux étaient disponibles pour nous aider à 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 possède 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 l’inflammation dans la maladie de Crohn (Müller, 

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

Les protéines sont très souvent administrées par voie parentérale, car l’acidité gastrique 

et les enzymes présentes dans le tractus digestif dégradent l’agent thérapeutique. Réussir à 

administrer une protéine par voie orale suscite donc un défi majeur pour l’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 barrière intestinale in vitro et l’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 traçabilité 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 à une monocouche de cellules épithéliales cultivées sur un insert 

Transwell.  

En second lieu, nous nous sommes intéressés à la stabilité des affitines dans un 

environnement gastrique et intestinal. Notre postulat est que l’effet de la température et du 

pH des milieux synthétiques ne représente pas des conditions délétères pour les affitines 

puisqu’elles sont hautement stables (Béhar et al. 2013). En revanche, l’action de la pepsine et 

de la pancréatine peut présenter un obstacle conséquent pour l’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 I). L’ensemble des travaux ont été effectués sur une 

affitine nommée H4 ciblant le lysozyme avant d’être étendus à d’autres familles d’affitines. 

 

 La seconde partie de ma thèse, réalisée dans une deuxième équipe d’accueil, s’est 

concentrée sur les problématiques soulevées par l’utilisation des herbicides. Les polluants de 

manière générale sont des xénobiotiques qui s’accumulent dans l’environnement et 

produisent des effets délétères sur la faune aquatique sans que cela ait été prémédité. Les 

larges utilisations de ces herbicides à travers le monde sont à l’origine d’une contamination 

des eaux de surface et des eaux souterraines qui sont destinées à 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 thèse est de montrer qu’avec des méthodes simples et 

déjà 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 barrières d’organe, nous avons concentré nos études sur la barrière intestinale. 

Le prérequis de cette partie du projet de thèse était de déterminer quels herbicides 

inclure dans notre étude. En nous basant sur les données du BRGM, et en appliquant les 

critères 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 

photosynthèse (atrazine et ses métabolites DEA, DIA et DEDIA) et un inhibiteur de la synthèse 

des acides gras à chaîne 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 à propos des effets du S-métolachlore chez l’Homme. Décrit comme « inclassable 

quant à la cancérogénicité » par l’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 paramètre 

sur des cellules intestinales humaines est réalisée pour la première fois.  

Dans un second temps, nous avons cherché à évaluer les effets du métolachlore, de 

l’atrazine et de leurs métabolites sur la perméabilité membranaire de l’intestin (Article II en 

cours de rédaction). Comme pour les médicaments, ces herbicides vont entrer en contact avec 

la barrière intestinale. Ainsi, le modèle de monocouche de cellules épithéliales intestinales, 

précédemment mis au point est adapté. Notre intérêt s’est porté sur les principaux acteurs du 

maintien de l’intégrité 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, l’occludine et la claudine-1. Ces protéines de jonction sont des 

indicateurs de l’intégrité de la barrière intestinale. L’ensemble des travaux que nous avons 

réalisés évalue les effets des herbicides seul et/ou en cocktail, suite à une exposition aiguë 

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 gènes 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 l'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 l’évaluation de la perméabilité 

intestinale sont la zonula occludens (ZO-1), l’occludine (OCLN), la claudine-1 (CL-1) et l’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-IgG de lapin et couplé à la Horseradish 

Peroxidase (HRP) ou à l’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 grâce à leur séquence RGS-6His présente en N-terminale puis par une 

chromatographie d’exclusion Superdex 75 (GE Healthcare). Les affitines sont conservées à -

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 l’Université de Nantes. 

L’anticorps anti-RGS-6His couplé à la HRP servant à 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 à 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 

l'absorbance à 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 µM et mesuré les valeurs d’absorbances avec un 

NanoDrop (2000, Thermo Scientific). 

Dosage colorimétrique BCA_ L'acide bicinchoninique (BCA) met en œuvre une réaction de 

réduction de l’ion Cu2+ par les liaisons peptidiques des protéines. En formant ces complexes, 

il prend une couleur pourpre. La lecture de l’absorbance est réalisée à 562 nm après 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 l’absorbance s’effectue après 5 min d’incubation à l’obscurité à 595nm. Nous 

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

Dosage immuno-enzymatique_ La méthode ELISA (de l'anglais Enzyme-Linked 

ImmunoSorbent Assay) nous a permis de vérifier l’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 à la place de leur cible.  

Pour chaque expérience, un protocole similaire a été appliqué. Plusieurs incubations se 

succèdent, séparées par des lavages au PBS 1X. Dans un premier temps, une incubation de 1h 

a lieu pour fixer 1 µg de la cible (0,1x10 µg/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 l’absorption directe des affitines, le protocole est légèrement 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 plaque Maxisorp avec une gamme de concentration de 50 à 1000 nM suivie de 

l’étape de saturation sur la nuit. Enfin, un anticorps anti-RGS-6His couplé à de la HRP (1/10 

000) est incubé 1h et suivi de l’ajout d’une solution composé d’o-phenylenediamine 

dihydrochloride (OPD) et de peroxyde d’hydrogène. L’OPD est oxydé par la HRP avec du 

peroxyde d'hydrogène. Les fonctions amines deviennent des fonctions imines et donnent lieu 

à la formation de doubles liaisons conjuguées, ce qui rend l’OPD chromophore. Ce substrat 

produit un composé soluble de couleur jaune orangé qui peut être lue par spectrophotométrie 

à 450 nm. 

Pour le dosage du Mtc et de l’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 premières 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 l’intensité 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 plutôt d’un degré de marquage, le 

DOL (degree of labeling). Les molécules d’Alexa peuvent être fixées aux protéines à des 

rapports molaires élevés sans auto-extinction significative, conduisant à des conjugués plus 

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

Mole de fluorescence par mole de protéines = 
𝐴647 × 𝑓𝑎𝑐𝑡𝑒𝑢𝑟 𝑑𝑒 𝑑𝑖𝑙𝑢𝑡𝑖𝑜𝑛

ℇ × 𝑐𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑡𝑖𝑜𝑛 𝑒𝑛 𝑝𝑟𝑜𝑡é𝑖𝑛𝑒𝑠 (𝑀)
 

Notons que le coefficient d’extinction molaire (ε) de l’AlexaFluor647 NHS est de 

270 000 cm- 1M- 1 tandis que celui de AlexaFluor647 maléimide est de 265 000 cm-1M-1. 

Dans le cas où la multiplicité des marquages sur une même protéine entraîne une 

diminution d’affinité de l’affitine pour sa cible, nous avons également réalisé un marquage sur 

les groupements thiols présents en C terminal de l’affitine D1.  
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L’AlexaFluor647® NHS ester et l’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 NaHCO3 sont 

incubées avec 8 à 32 nmol AlexaFluor647 pendant 5 à 10 min à 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 à l’AlexaFluor647-maléimide) soit du TBS (pour les marquages à l’AlexaFluor647-

NHS). Une courte centrifugation de 1500 g pendant 2 min permet non seulement de retirer 

l’excès 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 après 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 (NaH2PO4).  

Milieu mimant l’estomac_ Pour préparer la solution de milieu gastrique synthétique 

correspondant à FaSSGF (estomac à 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 à 3,2 mg/mL). Les affitines sont mises dans le milieu 

gastrique synthétique à une concentration finale de 0,5mg/mL puis sont incubées à différents 

temps (1- 10- 30- 60- 120- 180- 240- 300 min) à 37°C sous agitation. La réaction est stoppée 

avec une solution de Na2CO3 à 200 mM. Les échantillons témoins n’ayant pas eu de digestion 

sont mélangés directement à t0 avec Na2CO3 à 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 à FaSSIF (intestin à jeun) de chez Biorelevant. Nous avons 

mélangé 2.24 mg/mL de poudre FaSSIF, FeSSIF & FaSSGF dans une solution de NaOH (10 mM), 

NaH2PO4 (28,66 mM) et NaCl (105,88 mM). La solution finale doit être à pH 6,5. Nous avons 

ensuite réalisé extemporanément la solution finale contenant différentes concentrations en 

pancréatine (de 0,01 à 10 mg/mL). Les affitines sont mises dans le milieu intestinal synthétique 

à une concentration finale de 0,5 mg/mL puis sont incubées à différents temps (10- 30- 60- 

120- 180 min) à 37 °C sous agitation. La réaction est stoppée par chauffage à 100°C. Les 

échantillons témoins n’ayant pas eu de digestion sont directement, à t0, mis à 100°C. Enfin, les 

échantillons sont déposés sur un gel SDS-PAGE. 

Electrophorèse 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 à 15 % d’acrylamide pour le gel de séparation et 4 % 

d’acrylamide pour le gel de concentration. Les affitines sont préparées à différentes 

concentrations. Un tampon de charge composé de Tris 250 mM, SDS 10 %, glycérol 50 %, β-

mercaptoéthanol et bromophénol 0,5 % à pH 6,8 est ajouté puis les échantillons sont incubés 

à 95 °C pendant 10 min afin de favoriser la dénaturation. Après 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’électrophorèse contenant du tampon de migration (Tris 25 mM, 

SDS 0,1 %, glycine 250 mM à pH 8,3) pendant 55 min à 150 V. Les gels sont ensuite colorés au 

Bleu de Coomassie et décolorés dans l’eau avant d’être imagés sur le système ChemiDoc.  

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

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

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

Gel de 
séparation 

Urée Acrylamide Tris HCl Glycérol Glutaraldéhyde 

12 % 2,5 M 30 % 1,5 M pH 8,8 100 % 5 % 

15 % 3 M 40 % 3 M pH 8,8 50 % 2,5 % 

18 % 4,2 M 
 

3 M pH 8,45 10 % Sans 
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Les conditions qui diffèrent d’un gel conventionnel et que nous avons retenues sont un 

gel à 10 % contenant 4,2 M d’Urée, 30 % d’acrylamide, 10 % de glycérol et un tampon Tris-HCl 

3 M à pH 8,45. Une étape supplémentaire de fixation au glutaraldéhyde 2,5 % est effectuée 

avant l’étape de coloration.  

Spectrométrie de masse (MS) 

Les affitines à 0,5 mg/mL ont été préparées avec ou sans digestion à la pepsine. Un gel 

d’électrophorèse 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 spectromètre de masse. L’analyse 

des affitines digérées ou non a été réalisée sur un spectromètre 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 l’objectif visé. Pour 

identifier le nombre de fragments générés lors d’une digestion à la pepsine, nous avons utilisé 

la LC-HRMS (Chromatographie Liquide couplée à 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 à la Spectrométrie 

de Masse en tandem) avec une colonne BEH C18 (1,7μm ; 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 à un débit de 

400 µL/min. La phase mobile B a été maintenue constante à 1 % pendant 1 min, puis 

augmentée linéairement de 1 % à 99 % pendant 10 min, maintenue constante à 99 % pendant 

1 min, ramenée à la condition initiale pendant 1 min, et maintenue constante pendant 2 min 

avant l'injection suivante. La température de la colonne a été maintenue à 60 °C pendant toute 

la durée du cycle. 

Les peptides ont ensuite été détectés par le spectromètre 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 à la vitesse de 4 spectres/sec et la fenêtre d'acquisition a été réglée de m/z 50 à 4000. 

L’ionisation des échantillons par électrospray permet l’obtention des ions multichargés, 

notamment dans le cas des protéines. Cette source d’ionisation permet l’analyse de 

biomolécules à 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 délétères pour la précision de la mesure. Il est donc 

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

Les conditions d’analyse en MS/MS avec des ions précurseurs à hauts états de charge se 

fragmentent moins bien dans la cellule de collision rendant l’identification de l’enchaînement 

en AA moins efficace. C’est pourquoi, les échantillons dans ces conditions ont reçu une 

digestion supplémentaire avec la trypsine pour réduire leur taille de façon contrôlée à l’échelle 

du peptide (500 à 2000 Da). Les peptides présenteront ainsi de plus faibles états de charge (1, 

2 à 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 à 30 V. Les distributions d'états de charge multiples des protéines intactes ont 

été déconvoluées à l'aide du logiciel MaxEnt1 (Waters Corporation) et les spectres MS/MS 

générés ont été analysés manuellement pour déterminer la couverture de séquence de 

chaque protéine. 

Dichroïsme 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 à 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 à 0,25 mg/mL ont été incubées pendant une nuit 

à température ambiante dans un tampon phosphate de sodium 20 mM avec un pH allant de 

4 à 10 ou dans du HCl 1N pour un pH 0. Les spectres CD ont été réalisés à 20 °C. Pour le 

traitement des données, trois balayages consécutifs ont été collectés pour chaque mesure de 

210 à 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 à 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 à 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 µm (Whatman, #10401196) a été utilisée pour 

la détection des affitines et une membrane polyfluorure de vinylidène de 0,45 µm (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’électrophorèse, les 

membranes, les éponges et les papiers filtres sont équilibrés avec le tampon de transfert froid 

(Tris, Glycine, SDS 1X + 20 % éthanol) avant d’être montés dans la cassette du Transblot 

(BioRad mini protean). Le transfert des affitines est programmé à 100 V pendant 1 h. Pour 

l’étude des protéines de jonction, les paramètres de temps de transfert, de voltage et de 

pourcentage du gel de séparation ont aussi été modifiés. Une migration forte à 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.  

Après 3 lavages au PBS, une solution de blocage est mise à incuber avec la membrane sur 

la nuit à 4 °C ou 2 h à température ambiante. La solution de blocage correspond à un mélange 

entre une poudre de blocage fournie avec l’anticorps anti-RGS-6His (Qiagen), du PBS et du 

Tween 20 à 0,1 % pour les transferts d’affitine et entre du TBS, BSA à 5 % et Tween 20 à 0,1 % 

pour les protéines de jonction. Les protéines de jonction nécessitent une incubation d’une 

nuit à 4 °C avec l’anticorps primaire, tandis que les affitines n’en ont pas besoin. Après 

plusieurs lavages au PBS-Tween ou TBS-Tween, un anticorps secondaire anti RGS-6His couplé 

à la HRP (pour les affitines) ou un anticorps secondaire anti-IgG couplé à la HRP (pour les 

protéines de jonction) est incubé pendant 2 h à l’abri de la lumière. La détection des affitines 

et des protéines de jonction est réalisée avec un kit Clarity western ECL (Bio-Rad, # 170-5060) 

et l’acquisition des images est obtenue avec un lecteur ImageLab de chez BioRad. 

Culture cellulaire 

Une lignée de cellules épithéliales d’adénocarcinome de côlon humain (Caco-2) a été 

cultivée à 37 °C et 5 % de CO2, dans un milieu DMEM 4,5 g/L de glucose et pyruvate, enrichi 

en L-glutamine (2 mM), 10 % de sérum de veau fœtal (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 à 80 % 

de confluence. Nos cellules sont contrôlées mycoplasme négatif par qPCR suite à une 

extraction de l’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 l’étude de la perméabilité a été déterminée avec 

du méthyle thiazol tetrazolium (MTT). Dans une plaque 96 puits transparents à fond plat 

Maxisorp (Falcon), 10 000 ou 20 000 cellules sont ensemencées par puits. Après 24 ou 48 h 

d’incubation à 37 °C, les cellules de chaque puits ont été traitées avec différentes 

concentrations en affitines ou herbicides (0 à 50 µM) et en contrôle positif DMSO (0 à 20 %). 

A la fin de l’incubation à 37 °C, une solution de MTT est incubée 3h30 à 37 °C. Les cristaux 

violets correspondant à la formation de formazan par les mitochondries sont resolubilisés 

dans du DMSO et mis sous agitation. L’absorbance a été mesurée à 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 : (Aprotéine – ADMSO)/(Ablanc – ADMSO) *100. 

Méthode ATP_ Dans une plaque 96 puits de culture à fond blanc (Greiner), 10 000 cellules 

sont ensemencées par puits. Après 24 h, des gammes de polluants de 0 µM à 50 µM sont 

ajoutées et incubées à 37 °C pendant 24 h. Une solution de CelltiterGlow (Promega) à 100 mM 

est déposée directement dans les puits. Une agitation de 2min sur un agitateur orbital permet 

de mélanger doucement le milieu. Après une courte incubation de 10min à 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 dès le lendemain de l’ensemencement soit en aigu 24h avant l’expérience. 

Différentes concentrations en herbicides ou métabolites (0 ; 0,5 ; 1 ou 10 µM) et cocktails 

(0,5 ou 1 µM) 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 à 21 000 g permet de culotter les débris cellulaires. Le lysat est 

ensuite transféré dans des tubes propres puis conservé à -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 versène et 

l’accutase, ont pu être testées. 

Extraction des ARN 

Les ARN sont extraits avec un kit Nucleospin (Macherey-Nagel). Tout d’abord, dans des 

plaques 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 µM et 10 µM) de 

façon 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 β-mercaptoéthanol, est ajouté dans chacun des puits. Avec un 

Cellscraper, les cellules sont grattées puis conservées avec le tampon de lyse à -20 °C jusqu’à 

l’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 l’ARN sur la colonne, dessaler et supprimer les 

ADN. L’élution finale permet de récupérer 60 µL d’ARN avec de l’eau sans RNase. Un dosage 

est ensuite réalisé au Nanodrop à 260 nm afin de connaître 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 à -80°C jusqu’à utilisation. 

Prolifération cellulaire 

Un système 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 l'impédance 

dans le maillage de microélectrodes en or au fond des puits, l’augmentation progressive de 

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

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

Conformément aux instructions du fabricant, avant le début de l'expérience, du milieu 

DMEM a été ajouté dans les 96 puits de la plaque E (ACEA Biosciences, San Diego, CA, USA) et 

équilibré à température ambiante. La plaque a été placée dans le support de plaque dans un 

incubateur humidifié à 37 °C avec une atmosphère de CO2 à 5 % pour établir une lecture du 

bruit de fond. Ensuite, les cellules Caco-2 ont été ensemencées dans les plaques à une densité 

de 5 000 cellules par puits. Après 24 h, les polluants et cocktails sont ajoutés à des 

concentrations finales de 0,1 à 50 μM pendant 180 h. L'impédance électrique a été mesurée 

par le logiciel intégré RTCA du système xCELLigence. 

Perméabilité membranaire 

Des cellules Caco-2 ont été cultivées pendant 21 jours jusqu'à obtenir des monocouches 

confluentes dans un système de filtres Transwell (6,5 mm, 24 puits, 0,4 µm, Costar, #3470), 

comme décrit par (Hubatsch, Ragnarsson, et Artursson 2007). La résistance électrique 

transépithéliale (TEER) a été contrôlée au minimum une fois par semaine comme le décrit 

(Angelis et Turco 2011). Des électrodes sont placées dans le milieu de culture, à la fois dans le 

compartiment inférieur et dans le compartiment supérieur et la résistance électrique est 

indiquée par l’Ohmmètre EVOM2 (Millicell-ERS, Millipore). Seuls les inserts avec une valeur 

de TEER supérieur à 1000 Ω·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 l’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 à ajouter 0,1 mg/mL de LY du côté apical de l’insert puis de recueillir un échantillon 

en basolatérale après 3h d’incubation.  Le LY est mesuré par détection fluorimétrique à 485nm 

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

Acide sulfonique-Fluorescéine_ Des études de perméabilité paracellulaire (c’est-à-dire à 

travers les jonctions serrées) ont été réalisées en évaluant le flux de fluorescéine-5(et 6)-

sulfonique-acide à 0,5 mg/mL final (Invitrogen) ajouté dans le compartiment apical d’une 

monocouche de Caco-2 exposée aux polluants pendant 24 h (condition aiguë) ou 14 jours 
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(condition chronique). Des échantillons ont été régulièrement prélevés du côté basolatéral de 

l'insert Transwell, de 1 h à 24 h. Après chaque prélèvement, le volume prélevé a été réintroduit 

dans le compartiment basolatéral, afin de ne pas induire de déséquilibre du flux de fluide dans 

le système. Les valeurs de fluorescence mesurées à 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 l'ARN ont été déterminées par spectrophotométrie à 

l'aide du Nanodrop (Thermo Fisher Scientific). La transcription inverse a été réalisée avec 1 μg 

d'ARN à l'aide du kit QuantiTect Reverse Transcription Kit (Qiagen) pour générer l'ADNc. La 

PCR quantitative en temps réel a été réalisée sur le système de détection Mycycler real-time 

PCR (Bio-Rad) en utilisant le Power up Sybr green (Applied Biosystem). Les amorces pour 

l'amplification par PCR ont été conçues à partir de la base de données NCBI et listées dans le 

Tableau en Annexe V. 

L'expression de l'ARNm des gènes des protéines de la jonction serrée : claudine-1, 

occludine, zonula occludens-1 et E-cadhérine ont été normalisée par rapport à l'ARN de 

l’actine en utilisant la méthode de Pfaffl (Pfaffl 2001). Les données de la qPCR ont été 

quantifiées sur la base du nombre de cycles nécessaires pour que la fluorescence générée par 

l'amplification atteigne un seuil de détection spécifique (valeur Ct). La valeur Ct moyenne pour 

chaque gène a été quantifiée par rapport à l’actine (ΔCt), puis la valeur du ΔΔCt a été calculée 

par l'équation suivante : ΔCt cellules traitées – ΔCt non traitées. Le changement d'expression 

normalisé est exprimé en fold change = 2 - CT. 

Séquençage des ARN 

La réalisation du RNAseq et les premières analyses ont été faites par l’entreprise 

ActiveMotif. L'ARN est isolé puis traité à la DNase sur une colonne. Les librairies sont 

préparées à l'aide de préparation des échantillons d'ARNm TruSeq. La première étape du 

processus consiste à purifier les molécules d'ARNm qui possède une séquence poly-A grâce à 

l’utilisation de billes magnétiques fixées à une oligo-dT. Après la purification, l'ARNm est 

fragmenté en petits morceaux à l'aide de cations divalents à température élevée. Les 

fragments d'ARN clivés sont copiés en ADNc de premier brin à l'aide de transcriptase inverse 
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et d'amorces aléatoires. La synthèse de l'ADNc du second brin est ensuite réalisée à l'aide de 

l'ADN polymérase I et de la RNase H. L'ADNc peut alors être synthétisé. Les fragments d'ADNc 

subissent ensuite l'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 l'extension de la polymérase. Les produits 

sont ensuite purifiés et enrichis par PCR pour créer la bibliothèque finale d'ADNc. Un contrôle 

qualité des ARN est effectué par Tapestation (équivalent de Bioanalyizer) Numéro d'intégrité 

de l'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 gène dont la valeur p-value était inférieure à 0,1 a été 

considéré comme différemment exprimé. Pour les comparaisons sans réplicat, les gènes 

exprimés de manière différentielle avaient une variation logarithmique rétrécie supérieure à 

0,3. 

Immunofluorescence 

Dans des plaques 96 puits noirs à fond transparent (Perkins Cell Carrier ultra), 10 000 

cellules sont ensemencées par puits pour une culture allant de 5 à 14 jours. Les cellules sont 

exposées avec 0,5 ou 10 µM de Mtc et Atz soit en chronique dès le lendemain de 

l’ensemencement soit en aigu 24h avant l’expérience. Avant de réaliser les marquages, les 

cellules sont lavées au PBS. Brièvement, les cellules sont fixées au paraformaldéhyde à 4 % 

(PFA) à température ambiante pendant 20 min, puis elles sont perméabilisées avec du Triton-

X100 à 0,1 % pendant 10 min. Le blocage s’effectue dans une solution de PBS-BSA 3 % pendant 

1 h.  

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 à l'aide du 4′-6-diamidino-2-

phénylindole dihydrochloride (DAPI) (Life Technologie). Comme anticorps secondaires, des 

anticorps de souris anti-IgG de lapin couplé à l’Alexa488 (Cell Signaling Technologies) ont été 

utilisés. Les cellules ont été imagées avec un système d'imagerie à haut contenu Operetta CLS 

(PerkinElmer) à un grossissement de 10x et 63x. Les noyaux ont été dénombrés à l’aide du 
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logiciel d’analyse Harmony et les intensités de fluorescence correspondant à ZO-1 ont été 

analysées avec la séquence Harmony suivante : 

1. [Find Nuclei]–Channel: DAPI; Method: C; Output Population: Nuclei 

2. [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 

4. [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 à l'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 qPCR. 

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 

système gastro-intestinal 

 

 Préambule 

Le système gastro-intestinal représente une barrière majeure à l’absorption orale des 

agents thérapeutiques. En partant de la sphère 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 

à celles des anticorps n’ont encore jamais été étudiées dans le cadre d’une administration 

orale. Un ensemble de questions relatives à leur résistance gastro-intestinale, à leur innocuité 

pour les cellules épithéliales et leur capacité à traverser la barrière intestinale demeurent. 

Dans notre projet, nous avons pris le parti d’utiliser des milieux exclusivement synthétiques 

pour évaluer le comportement des affitines confrontées à des conditions désavantageuses en 

soluté, pH et protéases.  

L’épithélium intestinal et sa fonction de perméabilité sélective confèrent une seconde 

barrière efficace à l’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 barrière intestinale. Partant de ce postulat, il est indispensable d’avoir une 

méthode de détection efficace pour suivre les affitines dans les différents compartiments 

qu’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 à 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 

système 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 même famille 

Sac7d mais possèdent des cibles différentes. H4 est l’une des premières affitines décrites et 

les études soulignent son potentiel comme inhibiteur enzymatique anti-glycosidase (Correa 

et al. 2014). D1 et C3 se lient à différents épitopes des IgG et se placent comme vecteur 

potentiel véhiculant des radionucléides. 

 Résultats 

 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 à la longueur d’onde 280 nm. Les dosages basés sur l’absorbance 

donnent une sensibilité de l’ordre du micromolaire (µM). En tenant compte de la limite de 

détection inerrante au spectrophotomètre (Absorbance=0.1), la limite de quantification 

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

Les méthodes colorimétriques n’offrent pas une meilleure sensibilité puisque la limite de 

quantification est respectivement de 10 µM et 20 µM, à la fois pour H4 et C3, pour un dosage 

de Bradford et un dosage BCA (BiCinchoninic acid Assay) (Figures 37B et 37C). Si l’on s’attache 

à la zone de linéarité (R2=0,99), le dosage direct à 280 nm et le dosage de BCA donnent une 

large gamme allant de 0 à 50 µM contrairement au dosage Bradford qui est de 0 à 15 µM et 

qui impose de réaliser des dilutions pour être dans cette gamme. Il apparaît 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’excèdent 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 l’ordre du nanomolaire (nM). La gamme 

étalon de 0 à 1 µM nous informe que la saturation intervient dès 400 nM (Figure 37D). Notons 

qu’une superposition des graphiques a été réalisée pour comparer l’affinité de H4 ciblant le 

lysozyme à l’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, l’anticorps couplé à l’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. 

 

 
Figure 37. Méthode de quantification basée sur la spectrophotométrie  

A) Dosage direct des résidus aromatiques. Lecture à 280 nm. B) Dosage colorimétrique BCA basé sur le 

changement de couleur de l’acide bicinchoninique avec les ions cuivres Cu(I) et Cu(II). Lecture à 562 nm. C) 

Dosage colorimétrique de Bradford basé sur le changement de la couleur du bleu de Coomassie après liaison 

avec les AA basiques et les résidus hydrophobes. Lecture à 595 nm. D) Dosage ELISA. Les cibles sont fixées 

sur la plaque, H4 se lie au lysozyme tandis que C3 et D1 se lient à la Tegeline. Lecture à 450 nm. E) Dosage 

direct. Les affitines sont fixées sur la plaque et l’anticorps anti-RGS-6His couplé à la HRP reconnaît les affitines. 

Lecture à 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 possèdent dans leur séquence protéique une ou plusieurs 

Lysines dont la fonction NH2 peut se lier à la molécule d’AlexaFluor NHS Ester. L’affitine D1 

possède de surcroît une cystéine à 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 à 500 nM (Figure 38A).  

 

 

Figure 38. Méthodes de dosage basées sur la fluorimétrie  

A) Dosage de la fluorescence émise par un marquage à l’Alexa-NHS et l’Alexa-maléimide dans l’HBSS. L’intensité 

de fluorescence émise est mesurée à la longueur d’onde 672 nm d’excitation (em) après une excitation à 

651 nm (ex). B) Dosage ELISA de D1 marquée à l’Alexa-NHS, l’Alexa-maléimide et sans marquage.  C) Dosage 

ELISA de H4 marquée à l’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 à l’Alexa-NHS tandis que la linéarité est conservée pour l’ensemble de la gamme 

avec l’Alexa-maléimide. Il est à noter que le degré de marquage ou DOL (Degree Of Labeling) 

fluctue d’un marquage à 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 à D1 contrairement à l’Alexa-

maléimide. Les écarts de marquage d’une expérience à l’autre ne nous permettent pas de 

retenir cette méthode.  

La méthode de Western-blot classiquement 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 grâce à un anticorps 

spécifique utilisé pour la détection. Les affitines possèdent 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 grâce au logiciel Image-Lab de déterminer 

visuellement un échantillon de concentration inconnue par comparaison à 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 l’étiquette His-tag des 

affitines.  

 

 Evaluation du transport des affitines sur la barrière intestinale 

Avant d’évaluer la perméabilité membranaire intestinale des affitines H4, C3 et D1, nous 

avons cherché à valider leur innocuité pour les cellules intestinales en utilisant une lignée 

cellulaire Caco-2 comme modèle. 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, l’affitine H4 n’induit aucune cytotoxicité (Figure 40A). 

 

Figure 40. Validation de l’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 à 20 %) représentant le témoin de 

cytotoxicité comparé à une gamme en H4 de 0 à 50 µM. B) Gamme de concentrations en H4, C3 et D1 de 0 à 

50 µM. 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 à 90 % pour les 3 affitines 

donc elles sont considérées comme n’entraînant pas d’effet cytotoxique sur les cellules (Figure 

40B). De plus, nous constatons à 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 l’effet sur le passage des affitines à travers une monocouche de Caco-2 cultivée sur 

des filtres Transwell. 

La reproduction d’un modèle de perméabilité intestinale impose de former une barrière 

avec des jonctions cellulaires matures. Aussi, pour s’assurer de la bonne constitution de la 

barrière, 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.cm2 entre la 

2ème et 3ème semaine de culture. La faible valeur du TEER au 3ème jour après ensemencement 

traduit bien l’état de la barrière puisqu’à ce stade, toutes les protéines de jonction ne se sont 

pas encore formées. 

 
Figure 41. Evaluation de la perméabilité membranaire par mesure du TEER 

Mesure du TEER au cours de la formation de la barrière 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. Après vérification de la présence des affitines 

dans le compartiment apical avec une électrophorèse 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, à l’issue de 24 h d’incubation, une très faible part de ces 

affitines, correspondant à moins de 100 ng, a pu être visualisée par Western-blot pour H4 et 

C3. D1 dans son cas ne traverse pas la barrière même après 24 h (Figure 42C).  

 

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 électrophorèse SDS-PAGE. B) Détection 

par Western-blot des affitines dans le compartiment basolatéral d’un insert Transwell à 1 h et 3 h d’incubation. 

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

Dépôt de 2 réplicats biologiques (n1 et n2) et d’un témoin à 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 barrière lorsque cette 

dernière ne subit pas de dommage. Les résultats du dosage de la fluorescence montrent qu’un 

très faible pourcentage en LY, inférieur à 5 %, a pu être détecté à 3 h dans le compartiment 

basolatéral (Figure 43).  

 
Figure 43.  Evaluation de la perméabilité membranaire après exposition aux affitines 

Mesure de la fluorescence émise par la Lucifer Yellow après 3 h d’incubation des affitines H4, C3 et D1 à 0,5 

µM 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 à noter qu’à 24 h, une 

proportion plus importante de LY est détectée dans le compartiment basolatéral (environ 

20 %), suggérant une légère perturbation de l’intégrité de la monocouche et pouvant 

expliquer la faible quantité d’affitines détectées dans la chambre basolatérale après 24 h 

d’incubation (Figure 42C). Nous pouvons ainsi conclure que les affitines n’induisent pas de 

détérioration de la barrière et qu’elles ne traversent pas non plus la barrière. Leur utilisation 

pour une action au niveau du tractus digestif est donc possible.  

 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 l’estomac et la 

trypsine/chymotrypsine dans l’intestin. Cette variation des conditions entre l’estomac et 

l’intestin est reproduite à l’aide de milieux synthétiques mis au point au laboratoire.  

Les résultats de la digestion des affitines ont pu être analysés grâce à un gel 

électrophorèse en condition dénaturante. Lorsque l’on place H4, C3 et D1 dans le milieu 

synthétique gastrique, nous observons une digestion partielle (Figure 44A). En effet, la bande 

à 10 kDa correspondant à l’affitine dans le milieu synthétique avec l’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 légèrement 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 à un dimère de l’affitine.  

Lorsque l’on compare le comportement des affitines face à la digestion gastrique à celui 

d’un nanobodie et d’un anticorps, il semble que les affitines soient plus résistantes dans le 

temps. Le Nanobodie A1 est digéré totalement à partir de 5 min d’incubation. La Tegeline voit 

sa chaîne lourde digérée totalement dès 1 minute contrairement à la chaîne légère qui est 

digérée après 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 après 10 min (Figure 44B) 

contrairement aux affitines qui présentent un fragment après 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 l’effet de la 

concentration en pepsine sur la fragmentation.  

 

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 à 0,1 mg/mL après 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 Na2CO3. B) Comparaison de la 

résistance à la digestion gastrique du nanobodie A1 et de l’anticorps Tegeline avec 0.1 mg/mL de pepsine. 

 

Nous ne nous attendions pas à avoir une résistance à 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 l’on se 

place à une faible concentration en pepsine (0.025 mg/mL) ou bien à forte concentration (3.2 

mg/mL), la fragmentation donne lieu à la même bande de digestion, une bande inférieure à 

10 kDa. Par contre si l’on observe l’intensité de la bande correspondant à la pepsine, celle-ci 

augmente proportionnellement à 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 à l’activité de la pepsine, des tests 

complémentaires ont permis de déterminer la durée de conservation du milieu de digestion 

contenant l’enzyme. La pepsine reste stable et active sur plus d’une 1 semaine lorsqu’elle est 

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

Nous pouvons noter qu’en nous plaçant 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 à 10 kDa ce qui traduit d’une digestion progressive, mais 

très rapide de la chaîne polypeptidique de H4 (Figure 45). 

A B 
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Figure 45. Résistance à 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 à 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 à partir de suc pancréatique 

lyophilisé). En effet, nous pouvons voir sur la figure 46 que D1 et C3 disparaissent du gel après 

2 min d’incubation. Pour H4, deux bandes de poids moléculaires inférieures à 10 kDa sont 

visibles dans les 2 premières min d’incubation puis disparaissent à leur tour (Figure 46).  Les 

contrôles en affitine non digérée valident la méthode d’arrêt de la réaction enzymatique. Nous 

pouvons donc exclure une action pancréatique plus longue qu’attendue. Les affitines ne sont 

donc pas capables de traverser l’intestin sans être totalement digérées.  

 

Figure 46. Digestion des affitines dans un milieu synthétique intestinal 

Digestion de H4, D1 et C3 à 0,5 mg/mL avec la pancréatine à 1 mg/mL à 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 à 100 °C.  



RESULTATS ET DISCUSSION_ Chapitre 1 : Administration orale d’une protéine alternative aux anticorps 

144 

  

Contrairement à 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 entraîne un clivage partiel. Nous avons tenu à déterminer si le fragment 

observé après 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 contrôle 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 légère diminution de la fixation 

qui peut être liée à la solution synthétique qui interfère légèrement 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 être due à une 

perte de la séquence RGS-6His utilisée pour la détection de l’interaction.  

En effet, la détection de l’affinité est permise par l’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 à cette question, nous avons réalisé un 

ELISA par compétition entre H4 et H4d pour évaluer si la présence du fragment après digestion 

perturbe l’interaction de H4 avec la cible. Nous observons une interaction similaire de H4 avec 

le lysozyme même 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 

l’interaction indiquant que seule H4 se fixe. Le fragment digéré de H4 n’interfère donc pas sur 

l’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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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 l’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. Après 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 entraîner une gêne de la reconnaissance de la queue poly-His par les anticorps 

entraînant une diminution du signal. 

Dans le cas où nous aurions plusieurs fragments stables, la résolution de nos gels SDS-

PAGE ne permet pas de distinguer plusieurs fragments de poids moléculaire inférieur à 10 kDa. 

Nous avons donc entrepris de réaliser des gels plus résolutifs en modifiant de nombreux 

paramètres tels que le pourcentage du gel, le tampon Tris-HCl, la concentration en urée, 

glycérol ou glutaraldéhyde (l’ensemble des paramètres testés a été décrit dans la partie 

matériels et méthodes).  

Par cette optimisation du gel, nous avons pu confirmer notre hypothèse selon laquelle 

plusieurs fragments stables sont générés lors de la digestion gastrique (Figure 48B). En effet, 

nous observons trois bandes inférieures à 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 à 0,5 mg/mL avec la pepsine à 0,1 mg/mL après 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 Na2CO3. A) Gel SDS-PAGE conventionnel 

B) Gel SDS-PAGE optimisé. 

 

 Discussion 

Avec ce travail, nous avons montré que les affitines pouvaient présenter un intérêt 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 possède 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 système immunitaire.  La destruction de bactéries commensales symbiotiques 

par l’action du lysozyme pourrait être une cause du manque de modulation inflammatoire et 

immunitaire de l’intestin (Rubio 2015). L’utilisation des affitines à des fins cliniques en tant 

qu’outils thérapeutiques exige de maîtriser leur comportement dans des conditions 

physiologiques. L’appréciation de ce comportement est d’autant plus importante lorsque la 

protéine est destinée à être administrée par voie orale.  

Nous avons démontré que l’affitine H4 ainsi que deux autres affitines (D1 et C3) de la 

même famille Sac7d ne présentaient pas de toxicité pour les cellules épithéliales intestinales 

humaines. Elles n’endommagent pas non plus la barrière intestinale et ne la traversent pas. 

Par conséquent, leur innocuité leur permet de circuler dans le tractus digestif pour rejoindre 

leurs cibles lorsque cette dernière est dans le système digestif. En revanche, si la cible est 

accessible après un passage systémique, dans ce cas les affitines ne pourront pas la rejoindre. 

A B 
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Le faible pourcentage en LY et en affitine retrouvé à 24 h dans le compartiment basolatéral 

lors des expériences de perméabilité peut s’expliquer par l’utilisation du tampon HBSS. En 

effet, l’HBSS n’est pas le milieu de croissance optimal pour les cellules et par conséquent après 

24 h d’incubation dans ce milieu, les cellules peuvent en être légèrement affectées. 

Néanmoins, suite à différents essais, le tampon HBSS était le plus adapté aux méthodes de 

détection nécessaires à 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 à des concentrations faibles. D’ordinaire les méthodes 

spectrophotométriques, reposant sur l’émission à 280 nm des AA aromatiques, suffisent pour 

la quantification de l’ordre du micromolaire. Nos résultats de dosages à 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 l’intensité de détection de H4 à 280 nm 

est plus importante par rapport à la protéine C3. Les méthodes de dosages colorimétriques 

que nous avons testées telles que Bradford et BCA n’offrent pas de gains de sensibilité et sont 

plus longues à mettre en œuvre, c’est pourquoi nous les avons écartées pour l’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 connaître la composition en AA de la protéine.  

Les tests immunologiques liés à une enzyme présentent l’avantage d’éviter les problèmes 

de contamination croisée avec d’autres fractions protéiques. Cette méthode nous permet, par 

la même occasion, de contourner la nécessité d’utiliser des protéines de références pour 

calculer les quantités de protéines contrairement aux méthodes colorimétriques. Comme 

nous l’indiquent nos résultats, ce mode de détection est plus sensible avec une détection des 

affitines de l’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’entraîner 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 à greffer un fluorophore "extrinsèque" sur les affitines H4, C3 et D1.  

La plupart des fluorophores peuvent être 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 à l’AlexaFluor647-NHS et 

AlexaFluor647-maléimide a permis d’augmenter le signal de détection dans le milieu HBSS. 

D’après Modesti et al., il est courant de remarquer que les protéines forment des agrégats 

après le marquage (Modesti 2011). Le marquage peut aussi conduire à 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 entraîner 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 l’impact du marquage sur la fonction 

de ciblage des affitines labélisées à l’AlexaFluor par ELISA conventionnel. Une différence de 

comportement a été mise en évidence entre les affitines H4 et D1 marquées. Le marquage à 

l’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 particulièrement sensible et permette la détection simultanée d’un mélange de protéines, 

la spectrométrie de masse est une méthode coûteuse qui ne possède pas de système 

polyvalent. Ainsi la chaîne analytique varie en fonction de la protéine (Ingrand 2012). L’accès 

à une plateforme offre l’avantage de disposer d’un équipement adapté, néanmoins l’analyse 

des affitines étant peu courante, il n’existe pas de standard interne préconçu. Un important 

effort devrait être 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 problème qui doit être évalué dans le 

développement pharmaceutique. Bien que l’expérimentation soit utile pour répondre à ce 

défi, les différences entre espèces et la réduction de l’utilisation des animaux justifient de se 

tourner vers les modèles in vitro.  Le modèle de lignée cellulaire Caco-2 a fait la preuve de son 

efficacité pour l’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 système Transwell. Avec ce modèle, aucune toxicité des affitines n’a été relevée à une 

faible ou forte concentration.  Ces cellules peuvent aussi exprimer des éléments impliqués 

dans l’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 modèle plus complexe comme le système 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, Sinkó, 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 à l’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, l’affitine H4 montre qu’elle est fortement 

dégradée dans un milieu intestinal riche en trypsine alors qu’elle possède des fragments 

stables dans le milieu gastrique riche en pepsine. Dans les mêmes 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 chaînes lourdes et légères 

des IgG a été de nombreuses fois décrite (Jasion et Burnett 2015). En raison de cette digestion, 

il est difficile d’administrer oralement des IgG. La littérature fait état d’une fonctionnalité 

réduite à 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 

particulièrement élevée des affitines dans des conditions extrêmes de pH (pH 1,6) et de façon 

nouvelle en présence de pepsine.  
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Au-delà de l’aspect de résistance aux conditions sévères du milieu gastrique et intestinal, 

on s'attend à ce que ces protéines puissent produire des médicaments sûrs 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 

l’optimisation du gel SDS-Page que nous avons faite et qui ajoute principalement de l’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 être compétitrice. Nous émettons l’hypothèse 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, empêchant l'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 l’affitine vers sa cible in vivo sans qu’elle 

soit absorbée par la barrière intestinale ou dégradée. L'utilisation de système d’encapsulation 

des affitines pourrait être une alternative ; plusieurs stratégies sont déjà employées pour 

l'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 

biopolymères tels que la nanocellulose bactérienne constituent un système unique, spécifique 

et qui ne présente pas de cytotoxicité (Fey et al. 2020 ; Kupnik et al. 2020). Récemment, des 

systèmes d’administration de nanomédicaments ciblant le côlon ont attiré l’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 

à la fois une grande affinité et une stabilité structurelle dans les conditions difficiles que 

constitue l’administration orale. Nous avons fait la preuve de l’innocuité des affitines pour la 

barrière intestinale, mais une résistance partielle à la digestion ne présente pas d’intérêt 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 IgG offrent une 

plasticité structurelle suffisante pour être modifiées. La partie suivante du manuscrit répond 

à cet objectif et détaille les moyens mis en œuvre pour améliorer la résistance à la digestion 

gastrique et garder une affinité indispensable à l’efficacité thérapeutique. 

 

2. Amélioration de la stabilité des affitines par ingénierie des protéines 

 Préambule 

La voie conventionnelle pour l’administration des protéines et des peptides, dans le cadre 

d’une thérapie ou d’un diagnostic, est l’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 à trouver des solutions pour outrepasser la barrière 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 l’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 à celles des anticorps et offrent l’avantage d’une 

résistance aux pH et aux températures extrêmes. Du point de vue structural, les affitines sont 

capables d’inhiber des activités enzymatiques ouvrant la voie de ce fait à de potentielles 

applications biomédicales. 

D’après nos travaux précédents, l’affitine H4 est digérée partiellement, donnant lieu à 3 

fragments sans affinité pour le lysozyme.  Il apparaît donc nécessaire de développer une 

protéine de ciblage capable de circuler dans le tractus digestif sans subir de modification 

pouvant porter atteinte à son intégrité et à sa fonction. Parmi les pistes de recherche visant à 

acquérir une résistance gastro-intestinale figure la modification de la séquence protéique par 

mutagenèse 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 

à 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 l’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, Bräcker, 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; Škrlec, Štrukelj, 

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 Na2CO3 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. 

 

Figure 49. (Figure 1.) Proteolytic digestion of H4 by (A) Pepsin in FaSSGF or (B) pancreatin in 
FaSSIF.  

Proteins (0.5 mg/mL, 5 µg) 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 β sheet between phenylalanine 6 (F6) and F7 

residues (marked in red). The second one occurred between leucine 31 (L31) and F32 on the 

central β sheet known to be involved in the target interaction (marked in magenta). The last 

one was located in the C-terminal  helix and implicated residues L54, L55 and L58 (marked 

in blue). 

 

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 β-

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 α-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.  

 

Figure 51. (Figure 3.) Mass spectrometry analysis of undigested and digested H4.  

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 

678.8). 
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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 (I7), 

M2 carries the double mutations of L31 to I31 and F32 to W32, and M3 possesses three 

mutations L54 to I54, L55 to valine (V55) and L58 to I58. 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 MMa ECb Yieldc KD
d [Chi2e] 

H4 / 9146.34 13980 10.0±0.1 6.37 [5.16] 

M1 F6W-F7I 9151.36 19480 44.5±2.0 3.98 [2.57] 

M2 L31I-F32W 9185.37 19480 5.5±0.2 440 [0.10] 

M3 L54I-L55V-L58I 9132.31 13980 8.3±1.4 7.5 [2.51] 

a Molecular mass (MM) in g.mol-1. b Molar extinction coefficient (EC) at 280 nm in M-1.cm-1. c 

mg of Affitin purified from 1 L of growth medium. d Equilibrium dissociation constant in nM 

and e 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 µg) 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 KD of H4 (6.37 nM), M1 displayed the highest apparent affinity towards 
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lysozyme (KD 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 (KD of 440 nM). 

 

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-UV 

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 -stranded 

proteins with an  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). 

 

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 yield) 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 I7 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 KD 

(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 MMa ECb Yieldc KD
d [Chi2e] 

C3 / 9068.24 2980 6.5 ± 0.2 615 [0.84] 

C3-M1 F6W-L7I 9107.28 8480 20.0 ± 0.3 96.7 [2.56] 

a Molecular mass (MM) in g.mol-1. b Molar extinction coefficient (EC) at 280 nm in M-1.cm-1. c 

mg of Affitin purified from 1 L of growth medium. d Equilibrium dissociation constant in nM 

and e 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 (Škrlec, Štrukelj, 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, Bräcker, 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 (F6W-

F7I) did effectively provide a resistance to pepsin digestion. On the contrary, we found that 

the mutations introduced in M2 (L31I-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 -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 -helix content, especially for M3 as the 

mutations are located in the unique -helix of H4. These spectrum changes could also be 

explained by an increase in -sheet conformation and/or by rearrangement of the -sheet 

structure. Indeed, a huge morphological and spectral diversity of -structures has been shown 

in the far-UV CD region as -sheet twisting in a protein greatly contributes to its CD spectrum 

(Micsonai et al. 2015). As mutations in M1 and M2 are located in -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 -

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 I 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 0, 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 I (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 3Å, 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 I 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 I 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 

et al. 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, Bräcker, 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 µL 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 µM forward primer and reverse primer (stock 

solutions dissolved in ddH20) and 1 unit of Phusion Hot Start II 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 µL DpnI (100 U/µL). Then PCR product was 

transformed into E. coli DH5αLacIq 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 DH5αLacIq 

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 µg/mL ampicillin, 25 
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µg/mL kanamycin and 1 % glucose at 37 °C). 20 mL of preculture were then inoculated in 1 L 

of 2YT medium (with 100 µg/mL ampicillin, 25 µg/mL kanamycin, 0.1 % glucose).  Expression 

was induced when the absorbance (OD600) 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-HCl 20 mM pH 7.4, 500 mM NaCl, 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 KCl, 8 mM Na2HPO4, 2 mM KH2PO4, 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 HCl. 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 

Na2CO3. 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 μL 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 SynaptTM G2 HRMS Q-TOF mass 

spectrometer equipped with an electrospray ionization (ESI) interface operating in the positive 

mode and an Acquity H-Class® UPLCTM device (Waters Corporation, Milford, MA, USA). 

Peptides were separated on a BEH C18 column (2.1 × 100 mm; 1.7 µm; 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 µL/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 MaxEnt1 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 µL, 5 µg 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 μL 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 μL of Affitins with concentrations ranging from 

3.9 nM to 1 µM 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 µL 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 μL anti‐

RGS‐6His antibody (Qiagen, dilution 1:5000), conjugated with horseradish peroxidase (HRP). 

After washing with PBS-T, bound proteins were detected using 100 µL of ortho‐

phenylenediamine (OPD) solution (1 mg/mL OPD, 0.05 % H2O2, 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 hIgG) 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 μg/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 hIgG 
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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 μL/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 hIgG 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 

μL/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 BIAevaluation 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
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Chapitre 2 : Exposition orale des herbicides et de leurs métabolites  

 

1. Préambule 

La première fonction de l’épithélium intestinal est d’agir comme une barrière physique 

pour empêcher le passage d’éléments nocifs : antigènes 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 lumière intestinale vers la circulation systémique. Les 

jonctions cellulaires épithéliales sont les principales composantes de la barrière intestinale car 

elles relient les cellules épithéliales entre elles, fonctionnant comme un véritable système de 

« clôture ».  

Des molécules peuvent altérer le bon fonctionnement de la barrière intestinale. Les 

herbicides, par exemple, sont connus chez les animaux aquatiques pour être un facteur 

d’altération physiologique (Vonk et Kraak 2020). Les sources d’exposition multiples, par 

l’alimentation, l’air et par les réseaux d’acheminement de l’eau, ont été décrites dans des 

revues (Agostini et al. 2020). Récemment le glyphosate a été décrit comme un acteur de 

l’hyperperméabilité intestinale à forte concentration (Vasiluk, Pinto, et Moore 2005). D’autres 

herbicides présents en fortes concentrations dans les eaux de boissons sont, à l’inverse, moins 

étudiés. C’est pourquoi, il est intéressant de mettre en place des modèles simples et 

reproductibles pour rechercher les effets des herbicides sur l’Homme suite à une exposition 

aiguë ou prolongée. Notre intérêt s’est porté sur deux herbicides et leurs métabolites : le 

métolachlore et l’atrazine. Etudier l’impact de l’atrazine et du métolachlore ainsi que de leurs 

métabolites sur la barrière intestinale soulève 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 aiguë ou chronique ? Y a-t-il un impact différent entre des expositions à doses 

faibles et élevées ? Les effets sont-ils plus importants entre une exposition unique ou en 

cocktail ? Quelle est la différence entre la molécule mère et ses métabolites ?  
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2. Résultats 

 Caractérisation du modèle cellulaire 

Nous avons souhaité tester deux lignées cellulaires intestinales pour réaliser un modèle 

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 côlon Caco-2 et 

HT-29 seules ou en coculture.  

 Prolifération et adhésion cellulaires 

Le système xCELLigence permet de suivre des événements cellulaires en temps réel en 

mesurant l'impédance électrique à l'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 l'état des cellules à 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-delà 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 

qu’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 l’IC tient compte du nombre, de la taille et de la 

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 

homogènes tandis que les Caco-2 sont très hétérogènes en taille. De plus, les Caco-2 s’étalent 

sur la surface lorsqu’elles adhèrent, contrairement aux HT-29 qui forment des îlots (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 à 100 % de confluence tandis que les cellules HT-29 étaient à 70 % (Figure 

56B). Le nombre de cellules à jour 5 était pourtant deux fois plus important pour les cellules 

HT-29 (résultats non montrés). Enfin, l’écart du temps de culture à IC ½ entre les 2 lignées 

cellulaires était de 24 h.  
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Figure 56. Caractéristiques cellulaires des cellules épithéliales intestinales  

A) Mesure de l’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 à 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. 

 

 Formation de la perméabilité cellulaire 

Un paramètre important à contrôler dans notre étude est la capacité des lignées à former 

une barrière 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 modèles 

ayant une valeur de résistance électrique transépithéliale (TEER) >250 ohm.cm2 pendant la 

différenciation peuvent être utilisés pour des études de perméabilité cellulaire (Srinivasan et 

al. 2015). Le suivi de la TEER nous apprend que les valeurs sont très différentes en fonction du 

modèle (Figure 57). Les inserts avec des cellules HT-29 ont des valeurs faibles (25 ohm.cm2), 

tout comme les cocultures (~250 ohm.cm2). D’après ces valeurs, la coculture peut être utilisée 
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comme modèle bien que les valeurs soient plus faibles que celles des inserts avec Caco-2 

(~1500 ohm.cm2).  

 

Figure 57. Formation de la barrière 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.  

 

 Expression protéique des jonctions cellulaires 

La perméabilité cellulaire est modulée par des protéines de jonction. En nous intéressant 

à l’expression des protéines de zonula occludens (ZO-1), E-cadhérine (E-cad) et Occludine 

(OCLN), nous avons remarqué une plus forte expression de ces dernières chez Caco-2 comparé 

à HT-29, après normalisation avec l’actine (Figure 58). Ce paramètre est particulièrement 

important puisque dans le cadre de l’évaluation des effets des herbicides sur la perméabilité 

membranaire, nous devons être en mesure de suivre l’expression des protéines de jonction.  

 

Figure 58. Expression des protéines de jonction en fonction de la lignée cellulaire 

Western-blot réalisé avec 50 µg de protéines totales extraites d’un échantillon de 2x106 cellules d’une lignée 

Caco-2 ou HT-29. Protéines de jonction Zonula Occludens (ZO-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 à l’EDTA 

élimine l’adhérence cellule à cellule. Les cellules Caco-2 mettent du temps à se détacher or, 

en prolongeant l’incubation, la trypsine peut endommager les protéines à la surface des 

cellules et détruire les protéines de jonction. Une solution plus douce comme la Versène (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 à 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* Versène* 7j** 14j** 21j** 

Conc. mg/mL 3,6 ± 0,15 3,4 ± 0,07 6,6 ± 0 3,3 ± 0 4,6 ± 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 (versène 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 l’E-cad était mieux conservée. En déposant 50 µg de protéines totales sur un 

gel, nous observons une bande E-cad de plus forte intensité avec la solution de versène par 

rapport aux bandes d’intensité égale entre la trypsine et l’accutase (Figure 59A). La méthode 

de décollement physique par grattage conduit à l’apparition de bandes plus intenses par 

rapport à la méthode par trypsine et qui correspondent à la forme immature (130 kDa) et à la 

forme mature (120 kDa) de l’E-cad.  
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Figure 59. Optimisation des conditions d’extraction  

Western-blot réalisé avec 50 µg de protéines totales extraites d’un échantillon de 2x106 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 : Versène, A : Accutase, T : Trypsine) ou décollement 

physique par grattage (G). B) Comparaison de l’effet de la durée de formation de la barrière (7 - 14 -21 jours 

de culture) sur l’expression de CL-1 et E-cad.  

 

La CL-1 n’est pas visible dans les conditions précédemment testées, nous avons alors émis 

l’hypothèse qu’elle ne devait pas être exprimée en l’absence de « barrière ». 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 barrière constituée en 7, 14 et 21 jours (J7 < J14 < 

J21). Il apparaît que l’expression de la CL-1 augmente proportionnellement à la durée de 

formation de la barrière (Figure 59B). Par comparaison, L’E-cad, semble être exprimée de 

façon stable au cours du temps.   

 Expression des gènes codant pour les protéines de jonction 

Une caractérisation plus fine de l’expression des jonctions serrées et adhérentes a été 

réalisée par RT-qPCR. Les résultats obtenus vont dans le même sens que les observations 

protéiques, c’est-à-dire que l’expression du gène codant pour la CL-1 augmente au cours de 

la formation de la barrière épithéliale (Figure 60). L’expression du gène de CL-1 est 18 ± 0,3 

fois plus forte à J7 qu’à J2. Entre J14 et J21 l’expression est identique avec une augmentation 

d’un facteur de 26 ± 1,3 par rapport à J2. Un résultat similaire est retrouvé pour les gènes 

codant pour OCLN, ZO-1 et E-cad avec des taux d’expression variables. Notons ici, la différence 

entre l’expression des ARNm et des protéines pour l’E-cad. Dans le cas de l’expression 

protéique, l’E-cad est constante au cours de la formation de la barrière. Dans le cas de 

l’expression génique, l’ARNm codant pour E-cad augmente en fonction de l’âge de la barrière.  

A B 
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D’après ces informations, nous savons qu’il faut une barrière au minimum de 14 jours 

pour avoir l’ensemble des protéines de jonction correctement formée. 

 
Figure 60. Expression des gènes 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 à l’actine. Les 

résultats sont exprimés en moyenne et ET de duplicats techniques.  

 

 Evaluation des effets cellulaires des herbicides  

 Viabilité cellulaire 

Lors du trajet dans le tractus digestif, les herbicides, s’ils ne sont pas dégradés, vont être 

en contact avec l’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 l’activité métabolique par un test MTT (activité 

mitochondriale) et un test ATP (voie de signalisation cellulaire). Il s’avère que dans le test ATP, 

les herbicides engendrent une cytotoxicité inférieure à 10 % (Figure 61). Moins de 10 % de 
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cytotoxicité sur l’ensemble de la gamme indique que les herbicides n’ont pas d’effet sur la 

voie de signalisation ATP dans la lignée Caco-2.  

 

       

Figure 61. Test ATP évaluant la viabilité cellulaire des Caco-2 exposées à des herbicides 

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h à une concentration croissante 0,05-0,1-0,25-0,5-1 et 10 µM de A) Mtc, 

OXA et ESA B) Atz, DEA, DIA et DEDIA. Les graphiques sont représentés sur l’axe des ordonnées : en 

pourcentage de viabilité calculé par rapport à la viabilité des cellules sans traitement et en présence de DMSO 

20 % qui entraîne 100 % de toxicité cellulaire; et sur l’axe des abscisses : en  échelle log de 10. Les résultats sont 

exprimés en moyenne et ET de 4 réplicats biologiques. 

 

 

Figure 62. Test MTT évaluant de la viabilité cellulaire des Caco-2 exposées à des herbicides. 

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h à une concentration croissante 0,05-0,1-0,25-0,5-1-10 et 50 µM  en 

herbicides : A) Mtc, OXA et ESA B) Atz, DEA, DIA et DEDIA. Les graphiques sont représentés sur l’axe des 

ordonnées : en pourcentage de viabilité calculé par rapport à la viabilité des cellules sans traitement et en 

présence de DMSO 20 % qui entraîne 100 % de toxicité cellulaire; et sur l’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.  

 

B 

A 

A 
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Les tests MTT montrent une diminution de la viabilité cellulaire inférieure à 15 % entre 

0,05 µM et 1 µM mais une augmentation de la cytotoxicité de 20 à 25 % à 10 µM pour le Mtc, 

l’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 à 50 µM 

qu’à 10 µM et le point à 0,5 µM présente une toxicité légèrement supérieure à celle de 1 µM. 

La gamme de DMSO, utilisé comme témoin, nous confirme que plus le pourcentage en DMSO 

augmente et plus la viabilité cellulaire diminue.  

 

 Prolifération et adhésion cellulaires 

Les herbicides ont ensuite été évalués sur leur capacité potentielle à agir au niveau de la 

prolifération cellulaire. Les expériences ont été menées sur un modèle 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 µM (Figure 63). Pour les autres herbicides, nous retrouvons dans les 2 

modèles 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 l’Atz (80 h) et ses métabolites 

(~70 h) par rapport aux cellules non traitées (100 h) (Figure 63A). D’après notre précédente 

étude, l’IC max correspond à 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 suggèrent 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 TE50 (temps de 

prolifération à 50 % du ICmax). La diminution du TE50 est corrélée à une augmentation de la 

vitesse de la prolifération. Nous retrouvons donc une augmentation pour l’ESA (TE50 = 60 h), 

l’OXA (TE50 = 70 h) et dans une plus faible mesure pour l’Atz et ses métabolites (TE50 entre 60 

et 80 h) par rapport aux cellules non traitées où le TE50 est à 100 h (Figure 63B). 
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Figure 63. Comparaison des effets des herbicides à 50 µM 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 à l’Atz et ses métabolites. 

B) Exposition d’une monoculture Caco-2 au Mtc et ses métabolites et à l’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 légère relation effet-dose. En effet, nous 

observons un effet légèrement plus important avec 1 µM d’herbicides qu’avec 0,5 µM. Par 

contre, il semble qu’il y ait moins d’effet avec la forte concentration 10 µM (Figure 64). Un 

contrôle 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). 

A

 

B
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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 µM 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’à leur épuisement, 

entraînant 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 à 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 à forte 

concentration (10 µM) 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 µM ont une diminution du nombre de cellules (Figure 65A). Cette 

même expérience a été réalisée, cette fois, avec un traitement aigu de 24 h à faible 

concentration (0,5 µM) sur une culture de 8 jours. Une fois encore, nous remarquons une 

diminution du nombre de noyaux pour la condition traitée aiguë au Mtc (Figure 65B).  

 

 

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 aiguë. A) 

immunomarquage après 8 jours de culture et une exposition aiguë à forte concentration (10 µM). B) 

Immunomarquage après 8 jours de culture et une exposition aiguë à faible concentration (0,5 µM). Comptage 

utilisant le logiciel Harmony. Les graphiques sont représentés en moyenne et ET de 12 champs de 4 réplicats 

biologiques, à l’objectif X63 air (A) et X10 air (B) de l’Operetta.  

 

 Evaluation des effets des herbicides sur les jonctions cellulaires 

 Evaluation de l’expression protéique 

La barrière 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 barrières constituées en plaque 6 puits sur 14 jours 

montre des effets différents selon la protéine de jonction et la concentration de l’herbicide 

(Figure 66). Une exposition à une faible concentration (0,5 µM) qu’elle soit aiguë ou chronique 

n’entraîne 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 aiguë à une forte concentration 

(10 µM) avec la modification de l’expression protéique de l’OCLN et de la CL-1 (carrés rouges) 

mais aucun effet n’est visible sur l’E-cad. L’OCLN est principalement sur-exprimée en présence 

des métabolites de l’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 à nouveau les mêmes résultats que 

précédemment, c’est-à-dire un effet de surexpression de l’OCLN par le DEA et un effet de 

sous-expression de la CL-1 par DEDIA.  

 

   
Figure 66. Expression des protéines de jonction suite à une exposition aiguë et chronique aux 
herbicides  

Western-blot réalisé avec 50 µg 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 aiguës. Les cellules sont exposées ou non à 0,5 

ou 10 µM d’herbicides pendant 24 h, après 14 jours de culture. B) Condition chroniques. Les cellules sont 

exposées ou non à 0,5 ou 10 µM d’herbicides pendant les 14 jours de culture. Les résultats montrent les 

réplicats biologiques (n1, n2) de chaque condition. 
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Les expériences visant à évaluer l’expression des protéines de jonction sont à moduler. A 

ce stade du projet, nous ne pouvons pas apporter de réponse solide quant à 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 aiguës 0,5 µM et chroniques. Nous avons 

constaté une dégradation progressive de nos échantillons dans le temps. Par exemple, l’OCLN 

qui a un poids moléculaire de 65 kDa n’est plus visible par contre nous détectons des bandes 

inférieures à 50 kDa.  

 Evaluation de l’expression génique 

L’expression des gènes codant pour les protéines de jonction a été analysée par RT-qPCR 

à la suite d’une exposition chronique sur 14 jours. Les effets retrouvés sont faibles et varient 

selon l’herbicide et la concentration. Lorsque l’on s’intéresse aux molécules mères, nous 

constatons qu’elles n’ont d’effet qu’à 1 µM (Figure 67).  

       

Figure 67. Expression des ARNm codants pour les protéines de jonction suite à 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 à 

l’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 l’E-cad, l’OCLN et de ZO-1. L’Atz diminue 

l’expression des gènes de l’OCLN et l’E-cad. Le métabolite ESA semble avoir un effet à 1 µM 

sur les gènes de E-cad, CL-1 et ZO-1 alors que le métabolite OXA diminue l’expression des 

gènes ZO-1 et CL-1 à 0,5 µM mais agit également en augmentant l’expression du gène OCLN 

à 1 µM. Le métabolite de l’atrazine DEA diminue l’expression des gènes codant pour E-cad et 

OCLN à 1 µM. Le métabolite DIA montre un effet à 0,5 µM sur les gènes codant pour l’E-cad, 

l’OCLN et ZO-1. Enfin, le dernier métabolite DEDIA montre une sous-expression du gène de la 

CL-1 et de l’OCLN à 1 µM, et de l’OCLN à 0,5 µM. Tous ces résultats pris dans leur ensemble, 

d’une part ne montrent pas de tendance d’effet-dose et d’autre part sont à nuancer en raison 

de la faible variation du fold change (inférieur à un facteur 2).  

Les faibles effets sur la régulation des gènes des protéines de jonction ne sont pas 

suffisants pour affecter la production des protéines et leur fonctionnement sur la barrière 

intestinale d’après les résultats de Western-blot. Si l’on compare particulièrement les résultats 

de Western-blot et RT-qPCR de l’OCLN pour les cellules exposées au DEA à 10 µM, nous 

retrouvons des effets opposés : une diminution de l’expression des gènes et une 

augmentation de l’expression protéique. Entre la transcription et l’étape de traduction, il 

existe un intervalle de temps qui peut être plus ou moins long selon les gènes, ce qui peut 

expliquer la différence entre nos résultats (Moore et al. 2018).  

 Morphologie et distribution des protéines de jonctions 

Nous avons ensuite regardé l’expression des protéines de jonction par 

immunofluorescence. Des cellules ont été exposées en condition aiguë durant 24 h avec 

10 µM d’Atz ou de Mtc. CL-1, OCLN et E-cad sont des protéines transmembranaires qui 

possèdent une partie extracellulaire et une partie intracytoplasmique. ZO-1 est une protéine 

intracytoplasmique qui se lie aux protéines transmembranaires. La perméabilisation de la 

membrane cytoplasmique permet aux anticorps de se fixer sur les parties intracytoplasmiques 

des protéines de jonctions. L’émission de la fluorescence a été mesurée à l’aide de l’Operetta 

et les images montrées dans Figure 68 sont obtenues avec le logiciel Harmony.  

Le premier critère regardé est l’aspect des noyaux colorés au DAPI. Ce marquage montre 

un nombre de mitoses plus important pour les cellules ayant été exposées au Mtc (flèches 
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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.  

 
Figure 68.  Immunomarquage des protéines de jonction cellulaire 

Immunomarquage réalisé sur une culture Caco-2 de 7 jours exposée en condition aiguë durant 24 h aux Mtc et 

Atz 10 µM. 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 à l’Alexa 488.  

 

Le second critère 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 

(flèches 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 paramètre morphologique. 

Le troisième critère observé est la localisation des protéines de jonctions. ZO-1 est visible 

au niveau de la membrane cellulaire de façon très définie. Sur de nombreux champs, il a été 

remarqué des différences d’intensités. En condition normale (Cell), nous observons de 

nombreux points lumineux (Flèches 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 µM montre moins de points 

lumineux. En complément d’information, nous avons réalisé une analyse de l’intensité de 

fluorescence au niveau des membranes cytoplasmiques à l’aide du logiciel Harmony de 

l’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 l’apparition 

d’une texture « granuleuse » plus prononcée en intracytoplasmique pour la CL-1 avec le Mtc 

et l’OCLN avec l’Atz. La probable modification de texture peut être liée à une réorganisation 

du cytosquelette de la cellule pour s’adapter et maintenir la connexion entre les cellules. 

 

Figure 69. Immunomarquage du cytosquelette d’actine et de ZO-1 

Marquage des noyaux (DAPI), de ZO-1 (Ac-Alexa488) et de l’actine (Phalloïdine) sur des cultures de Caco-2 de 

14 jours traitées ou non avec 10 µM de Mtc ou Atz en aiguë (durée de 24 h). Les images ont été acquises en 

confocale à l’objectif X63 de l’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 à la phalloïdine. En fonction de la hauteur du stack nous apercevons une 

structure du cytosquelette différente (Figure 69). Au niveau basal, des points focaux sont 

visibles (Flèches blanches) alors qu’au niveau apical, ce sont des stries correspondant aux 

fibres d’actines (Flèches violettes). Nous remarquons que ces fibres se superposent à l’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.  

 Etude de la perméabilité cellulaire intestinale 

Le modèle de perméabilité cellulaire que nous avons retenu est l’utilisation d’une 

monoculture de Caco-2 sur des inserts Transwell. Ces cellules forment au cours du temps une 

barrière 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 barrière n’était pas endommagée en présence des herbicides.  

 
Figure 70. Intégrité de la barrière intestinale après une exposition aiguë à faible et forte 
concentration en herbicides  

Mesure des valeurs du TEER de la barrière intestinale Caco-2 constituée sur 21 jours en présence ou non 

d’herbicides à A) forte concentration (10 µM) B) faible concentration (0,5 µM). Un contrôle positif est utilisé 

en ajoutant de l’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 aiguë de 24 h à forte concentration (10 µM), aucune altération 

de la barrière n’a été observée (Figure 70A). Il n’y a pas non plus d’effet avec une faible 

concentration (0,5 µM) en herbicides (Figure 70B). Néanmoins, le contrôle positif nous indique 

qu’en présence d’EDTA 5 mM, la barrière est altérée et par conséquent le TEER diminue de 

75 % (TEER < 800 ohm.cm2).  

Dans la nature, l’exposition aux herbicides est très souvent chronique. Le renouvellement 

cellulaire s’opérant continuellement dans notre intestin nous pousse à nous demander si les 

herbicides peuvent interférer dans le processus de formation de la barrière. Une expérience 

réalisée, cette fois en exposition chronique avec de faibles concentrations en Mtc et Atz, nous 

indique que les herbicides ne jouent aucun rôle lors de la constitution de la barrière. En effet, 

nous n’avons pas de différence entre les conditions traitées et non traitées (Figure 71).  

 

Figure 71. Suivi de l’intégrité de la barrière au cours d’une exposition chronique de 21 jours à 
une gamme d’herbicides 

Suivi des valeurs du TEER lors de la formation de la barrière en présence ou non d’une faible concentrat ion 

(0,1-0,5-1 µM) en A) Mtc B) Atz. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats biologiques. 

 

Le transport transcellulaire correspond au passage à 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 
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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 barrière 

intestinale ni par passage transcellulaire, ni par passage paracellulaire. La LY (444 Da) est donc 

un bon marqueur d’intégrité membranaire. Après 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 après 4 h d’incubation. Les résultats nous indiquent que 0,24 ± 0,05 % de 

la molécule a réussi à traverser, donc l’intégrité de la barrière n’a pas été affectée par les 

herbicides à 0,5 µM (Figure 72).  

 
Figure 72. Test de l’intégrité de la barrière épithéliale avec un marqueur paracellulaire  

Mesure de la fluorescence émise par la Lucifer Yellow après 4 h d’incubation sur une monocouche de Caco-2 

ayant été exposée à 0,5 µM 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 barrière. 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 aiguë de 24 h à 10 µM nous indique qu’il y a peu de différence 

entre les cellules non exposées et celles ayant reçu le traitement au Mtc, OXA et ESA (Figure 

73A). En effet, le contrôle EDTA montre qu’en présence d’une barrière altérée, le flux 

paracellulaire de F-AcS augmente considérablement. Les résultats concernant l’Atz et ses 

métabolites montrent un flux très proche de celui des cellules non traitées, mais avec une 

légère diminution du flux entre 2 h et 6 h pour les métabolites DIA et DEDIA (Figure 73B).  
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Figure 73. Evaluation de l’effet des herbicides à 10 µM sur la voie paracellulaire 

Mesure de la fluorescence émise par le F-AcS au cours du temps. Le composé est ajouté en apical après une 

exposition aiguë durant 24 h à 10 µM de A) Mtc et ses métabolites B) Atz et ses métabolites. Une condition 

témoin avec de l’EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux avec une barrière altérée.  Les résultats sont 

exprimés en moyenne et ET de 4 réplicats biologiques. 

 

Une exposition aiguë durant 24 h à 0,1-0,5 et 1 µM au Mtc ne montre pas de différence 

de flux entre les cellules traitées et non traitées sur une cinétique allant de 0 à 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 

aiguë à forte concentration est également retrouvée avec des faibles concentrations en Atz 

(Figure 74B). La différence avec les cellules non traitées est plus importante après 6 h 

d’incubation.  

Une exposition chronique à 0,1-0,5 et 1 µM au Mtc n’induit pas de différence dans le 

passage de F-AcS (Figure 74C). A l’inverse de l’exposition aiguë, l’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 à l’homéostasie (l’équilibre des acteurs impliqués dans le passage 

paracellulaire). 
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Figure 74. Evaluation de l’effet aiguë et chronique du Mtc et de l’Atz à 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 après une exposition à trois concentrations (1-0,5 et 0,1 µM) d’herbicides en condition aiguë (24 h) A) et 

B) ou chronique C) et D). Une condition témoin avec de l’EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux avec une 

barrière altérée. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 6 réplicats biologiques. 
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Un dosage des molécules mères Atz et Mtc a pu être effectué à l’aide de kits ELISA 

spécifiques. 1 µM d’herbicides sont déposés en apical des Transwell et des prélèvements en 

basolatéral sont effectuées régulièrement. D’après nos résultats, l’Atz traverse rapidement la 

barrière puisque dès 30 min d’incubation nous retrouvons 12 % de la quantité totale déposée 

dans le compartiment basolatéral. Dès 2 h d’incubation, la moitié des molécules ont traversé 

la barrière (Figure 75A).  Au cours du temps, l’Atz continue de traverser la barrière jusqu’à 

24 h. La vitesse du flux est très importante entre 0 et 6 h puis ralentie jusqu’à 20 h.  

Dans le cas du Mtc, le passage de la barrière intestinale est moins important. En effet, 

dans le compartiment basolatéral nous avons un passage qui représente 3 % de la quantité 

totale déposée à 30 min (Figure 75B). Le passage de la molécule se poursuit jusqu’à 6 h 

d’incubation avec 22 % de Mtc. Puis entre 6 h et 24 h, la quantité de Mtc détectée diminue. 

Finalement après 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 l’apical vers le 

basolatéral et du basolatéral vers l’apical.  

  
Figure 75. Passage du Mtc et de l’Atz au travers de la barrière intestinale  

Dosage par ELISA des prélèvements cinétiques effectués en basolatéral des Transwells de 30 min à 24 h suite à 

une exposition de la monocouche de Caco-2 à 1 µM A) d’Atz et B) de Mtc. Les résultats sont exprimés en 

moyenne et ET de 4 réplicats biologiques.  

 

 Etude des effets cocktails des herbicides 

L’utilisation des herbicides conduit à des accumulations de plusieurs molécules dans 

l’environnement. Il a été démontré que l’action de différences molécules regroupées en 

cocktail pouvait présenter des effets supérieurs aux molécules étudiées individuellement. 

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 l’Atz et ses trois métabolites (DEA, DIA, DEDIA)  ; et un cocktail CT qui mélange 

toutes les molécules et leurs métabolites. 

 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 à 100 % 

(Figure 76). Il est possible que des mécanismes soient déployés par la cellule pour limiter 

la sensibilité aux cocktails d’herbicides. 

             

Figure 76. Viabilité cellulaire des cellules Caco-2 exposées à des cocktails de 0,5 µM 
d’herbicides  

Des cellules Caco-2 sont exposées 24 h à 0,5 µM 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 

à la valeur de DMSO entraînant 100 % de toxicité cellulaire. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 3 

réplicats biologiques.  

 

Les résultats de RT-qPCR effectuées sur les gènes codant pour les protéines de jonction 

montrent des différences d’expression entre les molécules mères et les cocktails (Figure 77). 

Par exemple, nous avons une augmentation de l’expression de OCLN à 0,5 µM de CM, CA et 

CT. Nous avons également une augmentation de l’expression de OCLN avec 1 µM de CM et 

CT.  Les effets sont moins importants sur le gène codant pour E-cad ; seul le cocktail CM à 1 

µM entraine une augmentation de son expression. Des tendances à la sous-expression de l’E-

cad sont observées avec CM 0,5 µM et CA 1 µM. Des effets de surexpression sont visibles sur 

les gènes de ZO-1 à 1 µM avec les 3 cocktails bien que les écarts-types soient importants pour 

CT 1µM. Enfin, il est difficile de déterminer les effets des cocktails sur l’expression génique de 

CL-1 au vu des écarts-types importants. 
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Figure 77. Effet des cocktails sur l’expression des gènes 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 à 0,5 et 1 µM. Les résultats sont exprimés en Fold Change par rapport aux cellules non traitées 

et normalisés par rapport à l’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 à dire de plus de 2 ou moins de 0,5. D’après nos résultats, nous pouvons donc penser 

que les herbicides étudiés n’ont pas ou ont peu d’effet sur les expressions des protéines de 

jonction concernées (ZO1, E-cad, OCLN et CL1). Néanmoins, nous ne pouvons pas exclure qu’ils 

aient un effet sur d’autres protéines de la cellule.  

 

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 µM 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 l’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 µM sont très 

proches et donnent des TE50 (~50 h) similaires pour les cocktails CA et CM et un TE50 entre 35 

et 40 h pour CT (Figure 78).  

 Effets des cocktails sur la perméabilité membranaire 

Nous avons aussi évalué l’effet des cocktails sur la barrière intestinale. La mesure du TEER 

avant et après une exposition aiguë (24 h) n’a pas montré d’altération de la barrière. Les 

valeurs de TEER relevées durant les 21 jours de constitution de la barrière épithéliale Caco-2 

sous exposition chronique est une preuve supplémentaire montrant que les herbicides, même 

formulés en cocktail, n’endommagent pas la barrière (Figure 79).  

 
Figure 79. Intégrité de la barrière après une exposition chronique aux cocktails d’herbicides 

Les monocouches différenciées de Caco-2 sont exposées en condition chronique avec des cocktails d’herbicides 

à 0,5 µM.  Mesure du TEER pendant les 21 jours de formation de la barrière. Les résultats sont exprimés en 

moyenne et ET de 2 réplicats biologiques. 

 

Comme pour les herbicides et leur métabolites, l’intégrité de la barrière 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 après une exposition aiguë de 24 h aux cocktails sur une 

monocouche de Caco-2. Premièrement, les résultats démontrent que la barrière est intègre 
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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).  

 
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 après 4 h d’incubation sur une monocouche de Caco-2 

ayant été exposée à 0,5 µM d’herbicides. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 réplicats 

biologiques. 

 

Deuxièmement, le second marqueur de la voie paracellulaire indique le flux de F-AcS qui 

traverse la barrière au cours du temps. Les paramètres 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 aiguë 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 mères 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 légère 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 

l’Atz n’a soit pas d’effet soit elle entraîne une diminution du flux. Donc CA suit la même 

tendance que la molécule mère 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) après une exposition aiguë de 24 h, 

nous confirmons que la diminution constatée est constante pour les cocktails à la fois à 10 µM 

et 0,5 µM.  
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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 après une exposition aiguë de 24 h à A) 10 µM B) 0,5 µM de cocktails d’herbicides ou en condition 

chronique C) 0,5 µM de cocktails. Une condition témoin avec de l’EDTA 5 mM (échelle Y droite) montre le flux 

avec une barrière altérée. Les résultats sont exprimés en moyenne et ET de 2 à 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-à-dire que F-AcS en présence du cocktail CT traverse moins vite la barrière entre 0 et 6 h 

qu’il ne le fait lorsqu’il est en présence des cocktails CM et CA. Les coefficients de 

détermination linéaire (R2) 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. 

 Exposition aiguë  Chronique 

 10µM 0,5µM  0,5µM 

 pente R2 pente R2  pente R2 

Cell 503,7 ± 35,88 0,9426 417,3 ± 40,48 0,8985  234,6 ± 20,16 0,9186 

CM 341,7 ± 20,74 0,9577 280,4 ± 39,15 0,8104  305,2 ± 29,61 0,8985 

CA 355,3 ± 33,58 0,9032 284,7 ± 20,25 0,9428  214,6 ± 19,06 0,9135 

CT 274,5 ± 15,56 0,9842 269,9 ± 19,98 0,9383  200,7 ± 8,006 0,9813 

 

 Effets des cocktails sur l’ensemble du génome 

La méthode de séquençage des ARN du génome entier permet de regarder l’effet de 

molécules sur l’expression des ARNm. Trois séries d’échantillons cellulaires ont été réalisées. 

Les cellules ont été exposées à 0,5 µM 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.  

 
Figure 82. Analyse en composantes principales des séries biologiques 
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Lorsque l’on compare l’expression des gènes entre notre condition témoin (cellules sans 

traitement) et les herbicides, nous constatons que les molécules mères Mtc et Atz et leurs 

métabolites n’ont pas d’effet significatif en comparaison du groupe contrôle. Par contre, il 

apparaît que les herbicides formulés en cocktails impliquent une régulation différente des 

gènes. La Figure 83A indique le nombre de gènes sur et sous exprimé (avec la p-value ajustée), 

pour les cellules ayant reçu 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 

gènes. Les volcano-plot traduisent la différence d’expression des gènes entre la condition 

cocktail et la condition témoin (Figure 83B). En appliquant une p-value plus stricte, nous avons 

découvert que deux gènes sont fortement sur-exprimés dans chaque condition cocktail (EGR1 

et DUSP1) (Figure 83C). La protéine codée par le gène DUSP1 (dual specificity phosphatase 1) 

est une phosphatase à double spécificité pour la tyrosine et la thréonine. La protéine codée 

peut déphosphoryler la MAP kinase MAPK1/ERK2, ce qui entraîne son implication dans 

plusieurs processus cellulaires. La protéine codée par le gène EGR1 (early growth response 1) 

appartient à la famille EGR des protéines à doigts de zinc. C'est une protéine nucléaire qui 

fonctionne comme un régulateur transcriptionnel.  

D’autres gènes sont plus spécifiquement impactés selon le type de cocktail. Par exemple 

CM est responsable : d’une diminution de l’expression de CLIC2, un gène impliqué dans la 

formation des protéines de canal intracellulaire de chlorure ; d’une augmentation du gène 

PLK2, un membre de la famille polo des protéines kinases sérine/thréonine qui jouent un rôle 

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 gènes suivants : MUC16 qui code pour une protéine de la famille des 

mucines et ZACN un gène impliqué dans la formation des canaux ioniques ligand-dépendants 

et activés par le zinc. Pour CT, nous remarquons la surexpression du pseudogène INGX de la 

famille des inhibiteurs de croissance et du gène VIPR2 codant pour les récepteurs de peptides 

vasoactifs intestinaux (Figure 84). Les données de séquençage 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 gènes 

regroupés par leur implication dans la même voie biologique.  
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Figure 83. Analyse différentielle des gènes par RNAseq 

A) Graphique représentant le nombre de gènes différemment exprimés entre toutes les conditions testées. Le 

nombre de gènes a été déterminé en prenant la p-value ajustée. B) Volcano-plot représentant la quantité de 

gènes 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 gènes les plus impactés.  
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Figure 84. Heatmap des principaux gènes différentiellement exprimés entre les cellules non 
traitées et les cocktails 

La carte thermique montre le nombre de marqueurs normalisés pour les 40 premiers gènes différentiels. 

Chaque ligne correspond à un gène et chaque colonne à 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 gènes. 
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3. Discussion 

 

Cette seconde partie de mon projet de thèse s’est intéressée aux effets de molécules 

chimiques aux propriétés phytosanitaires (herbicides) retrouvées dans l’eau de boisson 

destinée à 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 modèle cellulaire in vitro 

et l’utilisation de technologies nouvelles (Operetta, xCELLigence) pour évaluer de nombreux 

paramètres biologiques. Dans cette partie, nous allons discuter des différents paramètres 

étudiés et confronter nos résultats entre eux. Nous aborderons également les limites 

rencontrées au cours du projet.  

Le modèle cellulaire in vitro que nous avons sélectionné pour étudier les interactions 

entre la barrière intestinale et les molécules à tester tente de concilier la polarisation cellulaire 

et l’expression des protéines de jonction (qui sont à l’origine de la perméabilité de la barrière 

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 diamètre des cellules. Cette différence entre les deux lignées est 

également rapportée par Van Eyk (Van Eyk 2015). Le suivi de la résistance de l'épithélium 

intestinal en fonction du temps de culture des cellules nous a indiqué que les cellules HT-29 

avaient un TEER très 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 modèles de coculture varient selon les 

souches utilisées, néanmoins les études s’accordent à dire que la valeur TEER est inférieure à 

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 modèle pour la suite des 

expériences s’est porté sur la monoculture de Caco-2, modèle simple de la barrière intestinale 

fréquemment utilisé dans la littérature. 

Nous avons travaillé avec des cellules Caco-2 entre le passage 51 et 60 pour l’ensemble 

des expériences provenant d’un même 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’âge des cellules 

peut impacter le niveau de métabolisme et donc réduire les effets observables des herbicides. 

Grâce à des études de cytotoxicité, effectuées à 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 à 50 µM qu’à 10 µM. Les seuils 

toxicologiques sont de différentes natures, certaines molécules ont une relation effet-dose 

tandis que d’autres ont une fenêtre d’action plus restreinte et donnent des courbes dites non 

monotones en « U » ou « Ռ ». Dans l’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 à 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 l’IC 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 paramètres, il est possible d’évaluer les 

effets sur la prolifération cellulaire et la toxicité des molécules (Y. Chen et al. 2009 ; Çetin et 

Topçul 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 104 cellules/cm2 étaient la condition 

optimale pour ne pas avoir une croissance trop lente qui entraînerait 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 × 104 ténocytes/cm2 sont utilisés, la 

pente de prolifération n'était pas aussi inclinée que celle observée lors de l'ensemencement 

à 2 × 104 cellules/cm2 (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 légère 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 fœtal 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 à 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-être 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 paramètre essentiel à évaluer en 

pharmacologie, c’est pourquoi nous avons regardé l’effet des herbicides sur l’expression de 

ces protéines par Western-blot. Peu d’effet ont été observés à 0,5 µM mais une tendance à la 

surexpression de l’OCLN par le DEA et un effet de sous-expression de la CL-1 par DEDIA ont pu 

être observés à 10 µM. Les expressions des gènes codants pour les protéines de jonction ont 

également été étudiées par RT-qPCR. Nos résultats montrent principalement des différences 

d’expression entre les molécules mères 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 l’OCLN est le plus parlant puisque nous remarquons une 

augmentation de l’expression protéique mais une diminution de l’expression génique. Entre 

l’étape de transcription et l’étape de traduction, il existe un intervalle de temps qui peut être 

plus ou moins long selon les gènes. Des cinétiques ont montré que la traduction commençait 

au moment où 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 l’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 (à 100 % de confluence) à former une 

barrière cohésive. Mises à part les études de perméabilité cellulaire réalisées sur des 

Transwell, l’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 barrière. Les jonctions serrées sont connues pour avoir un rôle crucial dans 

l'établissement de la polarité cellulaire et la régulation de la perméabilité paracellulaire dans 

les épithéliums. Nous avons couplé la mesure du TEER à l’utilisation des marqueurs de la voie 
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paracellulaire pour évaluer indirectement l’effet des herbicides sur les protéines de jonction. 

La perméabilité cellulaire conférée en partie par les protéines de jonction a été réalisée à l’aide 

de la technologie Transwell.  Aucune modification du TEER, à faible et forte concentration, n’a 

été constatée en présence des herbicides seuls ou en cocktails. De même, le marqueur 

paracellulaire LY n’a pas traversé les monocouches pour les herbicides seuls et en cocktail. Le 

deuxième marqueur de la voie paracellulaire nous a montré des résultats intéressants 

puisqu’une légère 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 être associée à une augmentation de l’expression des claudines. Lors de nos travaux, 

nous avons en effet observé que certains cocktails ont tendance à légèrement augmenter 

l’expression des ARNm de l’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 Itallie, Rahner, et Anderson 2001). L’utilisation que nous avons faite de l’EDTA comme 

témoin positif dans nos expériences est représentative d’une altération de la barrière. 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 l’EDTA augmente 

l’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 l’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 l’Atz est bien plus reproductible 

et sensible puisqu’il nécessite deux fois moins d’échantillon et possède un signal de détection 

plus intense. Notre étude a montré que l’Atz et le Mtc traversaient la monocouche 

différenciée et polarisée Caco-2. Néanmoins, nous nous interrogeons sur les résultats du Mtc 

après 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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question 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 à la modification du flux paracellulaire nous a poussés 

à 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, 

révèlent  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’être associée à la membrane plasmique (Gottardi et al. 1996). La présence 

des protéines OCLN, CL-1 et E-cad en intracytoplasmique a été décrite après incubation des 

cellules Caco-2 avec le SDS, l’EDTA ou encore le sodium cholate  (Q. Yu et al. 2013). Il a même 

été révélé que la localisation subcellulaire de la CL-1 dans le cytoplasme est associée à la 

progression tumorale dans le cancer du côlon (Cherradi et al. 2017). Cependant, dans notre 

cas, nous retrouvons cet aspect dans notre condition témoin correspondant aux cellules sans 

traitement. Une deuxième limite expérimentale est l’absence de témoin positif. Le DMSO que 

nous avons utilisé endommage la structure cellulaire, ce qui ne permet pas d’évaluer 

l’organisation des jonctions intercellulaires. Aussi, il est difficile d’identifier des différences de 

localisation dans notre étude. De plus, l’immunomarquage en plaque ne permet pas 

d’apprécier la distribution sur toute la hauteur de la barrière. Saeedi et al. indiquent que la 

hauteur des cellules Caco-2 a été modifiée à 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 l’association 

de la CL-1 à 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 l’ancrage des complexes OCLN-ZO-1. La coloration de l’actine à la phalloïdine 

est visible sous forme d’une couche parallèle à la surface apicale. La coloration est plus intense 

au niveau des jonctions serrées et s’étend vers le noyau ensuite de façon 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). Ils expliquent que des fibres d’actine sont 

perpendiculaires à la surface apicale, ce qui peut expliquer les points que l’on a sur nos images. 

La forme des noyaux irrégulière, en présence des polluants, a été documentée. Les cellules 

Caco-2 sont grandes et pléomorphes, c’est-à-dire qu’elles sont capables de changer de forme 

sous certaines influences. Cela entraîne des jonctions irrégulières, 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 à la suite d’un stress (Saeedi et al. 2015). Moyes a pu 

compter qu’une cellule pléomorphe peut avoir 9 à 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 l'actine était présente dans tout le cytoplasme. La méthode 

d’analyse utilisée avec le logiciel Harmony de l’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’être 

étudiées car elles sont liées au cytosquelette de la cellule.  

Notre projet s’est intéressé à quatre protéines de jonction mais il en existe de nombreuses 

autres qui peuvent être impactées par les herbicides. Notre étude possède aussi des limites 

techniques qui ne permettent pas toujours d’apporter une réponse satisfaisante à nos 

problématiques. Premièrement, bien que ce modèle 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 Löfroth 

1993). De plus, la lignée Caco-2 ne possède 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 à d’autres types cellulaires, la 

lignée Caco-2 apparaît moins sensible aux xénobiotiques (Naruhashi et al. 2011). Il pourrait 
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être 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 gènes suite à une exposition aux cocktails CM, CA et CT, ce qui indique 

un effet possible synergique des herbicides (Rainey et al. 2017). De plus, l’absence de 

différence significative entre les herbicides et les métabolites vis-à-vis des cellules non traitées 

vont dans le même sens que nos précédentes observations. Nous envisageons toutefois de 

réaliser une correction de l’effet batch au vu de la variabilité qui est présente entre nos trois 

séries d’échantillons. Parmi les gènes fortement sur-exprimés, nous retrouvons des gènes 

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 rôle dans l'apoptose  (Vivacqua et al. 2012). Il est possible que les 

cocktails puissent entraîner un stress pour les cellules conduisant à la régulation à la hausse 

du gène EGR1. Ce n’est pas la première fois que des xénobiotiques ont induit cette 

surexpression. Une étude sur les particules des cigarettes montre l’activation de la NADH 

oxydase entraînant la production de ROS qui a conduit à l'activation des MAP Kinases et la 

régulation à 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 à la hausse du gène 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 gène peut être une preuve de plus dans notre tentative d’expliquer la 

non sensibilité des Caco-2 pour l’Atz et le Mtc. Un autre gène impliqué dans la voie des MAPK 

est DUSP1. Ce dernier est impliqué dans plusieurs processus cellulaires dont l’inhibition des 

MAPK activées par des agents mitogènes. De plus, p53 est un régulateur transcriptionnel de 

DUSP1 dans les réponses au stress (Y.-X. Liu et al. 2008). 

CLIC2 est un gène impliqué dans la formation des protéines des canaux chlorure. Ueno et 

al. ont émis l’hypothèse d’un lien étroit entre CLIC2 et l’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 nôtres puisque Caco-2 est une lignée 

cancéreuse colorectale et nous retrouvons une sous expression de ce gène.  
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Les MUC4 ou MUC16 sont les gènes codant pour les mucines, des protéines constitutives 

du mucus au niveau de la barrière intestinale. MUC4 est un nouvel antigène tumoral dans 

l'immunothérapie du cancer du pancréas (Gautam et al. 2020). Il a montré son rôle 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 l’Atz et du Mtc 

sur la barrière intestinale, nos études transcriptomiques nous montrent qu’un stress cellulaire 

est présent. Cela nous conforte dans l’hypothèse que nous avions émise : les cocktails 

d’herbicides ont un impact sur l’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 à de futurs projets.  

Un moyen d’étude qui permettrait de révéler l’effet des herbicides sur la barrière 

intestinale serait de mettre en place un modèle de barrière intestinale « pathologique ». Des 

études ont montré que des effets cytotoxiques de molécules avaient été détectés dans le cas 

d’un modèle Caco-2 inflammatoire alors que ces mêmes molécules étaient restées sans effet 

sur la monocouche contrôle non inflammée (Busch, Kämpfer, et Schins 2021). Peut-être serait-

il possible que les herbicides deviennent délétères lorsque l’homéostasie de la barrière 

intestinale est perturbée. Dans ce contexte, une monocouche de Caco-2, cultivée sur 

Transwell, pourrait être soumise à un stress inflammatoire ou oxydatif simultanément à 

l’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 l’environnement acide de 

l’estomac ainsi que sous l’action des nombreuses enzymes présentes tout au long du tractus 

digestif (pepsine, pancréatine). D’autres agents sont peu perméables vis-à-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 thèse, nous avons investigué le comportement d’un agent à visée 

thérapeutique et diagnostique sur la barrière intestinale. La voie digestive possède des 

mécanismes de défense pour lutter contre les xénobiotiques (Cf. bibliographie Chap 1_1.3). 

Dans le cadre de l’ingestion d’un médicament, ces mécanismes de protection peuvent être un 

frein à l’administration orale de l’agent thérapeutique. Dans cette première partie du projet 

de thèse, nous avons déterminé les conséquences d’un passage de l’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). 

Particulièrement stables thermiquement et chimiquement, elles sont robustes et bien 

exprimées de façon recombinante. Il a déjà été montré qu’elles sont non immunogènes et 

qu’elles ont une biodistribution ainsi qu’une clairance rapide, adaptées à une utilisation in 

vivo. Or nous avons montré, à l’aide de milieux synthétiques (Cf. bibliographie Chap 3_1.1), 

que les affitines pourront difficilement être administrées par voie orale, considérant leur faible 

résistance aux protéases gastriques et intestinales.    

Cependant, grâce à 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 Ile 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 l’affitine tout en 

conservant leurs stabilités thermiques et face au pH qui les caractérisent. Les améliorations 
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que nous avons réussi à obtenir sont particulièrement recherchées dans le développement 

d’agents de ciblage en diagnostic et thérapie. Néanmoins, l’optimisation n’a pas été totale et 

deux autres sites sont toujours soumis à l’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 

l’affitine face aux protéases, la capsule augmente la cinétique de dissolution et peut améliorer 

l’absorption au travers de la muqueuse intestinale. Ces capsules nécessitent d’être 

constituées de matériaux biologiquement compatibles n’entraînant aucune réaction toxique, 

immunogène ou inflammatoire. Une autre solution est apportée par Wawrezinieck, la 

dégradation dans les fluides digestifs peut être limitée par l’administration simultanée 

d’inhibiteurs qui diminuent l’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 l’intestin sont un enjeu de santé publique (Cf. bibliographie Chap 

2_2.). Malgré les efforts de recherche mis en œuvre depuis une dizaine d’années, l’évaluation 

des risques liés aux facteurs environnementaux tels que l’exposition aux xénobiotiques 

manque de données robustes et prédictives. 

Chez l‘Homme, la voie principale d’exposition aux xénobiotiques est l’ingestion. L’intestin 

représente donc un organe clé pour caractériser l’absorption des xénobiotiques (cf. 

bibliographie Chap 1_1.1). Pourtant, il existe peu de travaux s’intéressant aux effets des 

herbicides vis-à-vis de la barrière intestinale. De même, 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 l’Homme suite à leur ingestion dans 

l’eau du robinet ou les aliments (Cf. bibliographie Chap 2_2.4).  
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Dans la deuxième partie de thèse, nous avons choisi d’étudier deux herbicides, le 

métolachlore (Mtc) et l’atrazine (Atz), connus pour avoir des effets délétères sur la faune 

aquatique (Cf. bibliographie Chap 2_2.5). Dans ce contexte, nous avons réalisé une étude de 

l’effet de ces herbicides, qui n’avait encore jamais été faite chez l’Homme, vis-à-vis de la 

barrière 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 l’herbicide. L’Atz effectue un premier passage dans un temps très court (inférieur à 30 

min), puis continue de traverser la barrière pour atteindre l’équilibre entre les deux 

compartiments dès 6 h d’incubation. Les résultats obtenus avec le Mtc sont différents puisque 

près d’un quart de la molécule a traversé la barrière à 6 h d’incubation mais nous n’avons pas 

d’absorption complète après 24 h. Ce passage des herbicides à travers la barrière intestinale 

suggère qu’ils atteignent rapidement la circulation systémique et sont capables de diffuser 

dans l’organisme. Nous ne pouvons donc pas exclure qu’ils induisent une cytotoxicité sur les 

cellules d’autres organes ou barrières. 

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 à la cohésion des membranes plasmiques cellule-cellule et à la formation 

des canaux membranaires, favorisant les flux de composés de part et d’autre de la barrière 

intestinale (Cf. bibliographie Chap 1_3.3). L’intégrité des jonctions cellulaires a été évaluée en 

suivant, à la fois l’expression protéique et l’expression génique de certaines jonctions serrées 

et d’adhérence. De plus, grâce à des outils innovants, nous avons montré que certains 

métabolites étaient responsables d’une augmentation de la prolifération et/ou de l’adhésion 

cellulaires. Enfin, notre étude transcriptomique révèle l’importance d’étudier en détail les 

effets produits par les cocktails puisque des sur- et sous-régulations géniques sont intervenues 

uniquement dans le cas des formulations contenant plusieurs herbicides et métabolites.  

Ces travaux de thèse ont soulevé plusieurs nouvelles questions qu’il serait intéressant 

d’étudier. Pour déterminer quels mécanismes utilisent l’Atz et le Mtc pour traverser la 

barrière, nous pourrions étudier la voie transcellulaire en incubant les cellules avec un 

inhibiteur de la voie de l’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 à la membrane plasmique (Ivanov 

2008). La voie transcellulaire implique également des transporteurs à efflux qu’il est possible 

d’inhiber. Par exemple, le vérapamil permet de bloquer la pompe P-gp impliquée dans 

l’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 barrière 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 l’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 2`7`-dichlorodihydrofluorescein 

diacetate H2DCFDA 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 l’approche Operetta. Nous envisageons également 

d’analyser par qPCR l’expression des enzymes de gestion du stress oxydatif telles que la 

glutathion peroxydase (Weydert et Cullen 2010).  

Les résultats de séquençage nous ont apporté des informations précieuses sur la 

modulation des gènes par les herbicides. Des analyses plus poussées vont être réalisées pour 

comprendre la modulation des gènes par les cocktails. Il serait particulièrement intéressant 

de regarder par qPCR 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 thèse s’inscrivent dans une démarche de 

compréhension des liens entre les facteurs environnementaux et l’expression de déséquilibres 

au niveau de la barrière intestinale. C’est pourquoi, une caractérisation des effets spécifiques 

aux métabolites permettrait de mieux définir le danger associé aux mélanges d’herbicides tels 

qu’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-delà des réponses apportées aux problématiques des affitines et des polluants, ce 

projet de thèse cherchait avant tout à montrer l’intérêt d’utiliser des modèles in vitro dans les 

processus de screening de molécules. Les modèles in vitro sont nombreux (Cf. bibliographie 

Chap 3_3.3). La complexité d’un modèle s’accompagne souvent d’une difficulté à le mettre en 

place au sein d’un laboratoire, d’un coût élevé et parfois d’un manque de reproductibilité. 

Pourtant, le besoin en modèles prédictifs, les plus fidèles possibles à la réalité, est croissant. 

L’emploi des cocultures, des cellules souches, des modèles cellulaires 3D ou dynamiques est 

constamment amélioré (Annexe VI). Pour respecter les impératifs de temps, de coût et de 

qualité, nous avons trouvé un équilibre entre un modèle cellulaire et des techniques de 

biologie moléculaire et de biochimie.   

Le modèle cellulaire Caco-2 est un modèle simple, reproductible, qui peut être utilisé dans 

de nombreuses applications, et nous l’avons démontré dans le cas de la toxicité et la 

perméabilité cellulaire des xénobiotiques. A notre modèle 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 

mêmes outils peuvent nous permettre d’aller plus loin dans l’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 barrière intestinale déjà dérégulée ne 

pourra pas lutter aussi efficacement contre les xénobiotiques. Alors que notre modèle Caco-2 

semble résiliant face aux xénobiotiques que nous avons testés dans le cadre de cette thèse, 

un stress inflammatoire intestinal pourrait conduire à l'apparition d'une cytotoxicité de ces 

mêmes xénobiotiques sur une barrière déjà fragilisée. Diverses modifications peuvent 

améliorer les études sur les effets des xénobiotiques comme l’ajout de molécules 

inflammatoires et/ou l’utilisation d’organoïdes cultivés en monocouches cellulaires (Cf. 

biliographie Chap3_3.4.2). 
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Annexe I : Organisation du système nerveux entérique 
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Annexe II: Classification des herbicides (Calvet et al. 2005) 

Mode d’action Famille chimique 

Herbicides affectant la 
photosynthèse 

Blocage de la protéine D1 du 
photosystème II 

Amides 
Benzothiadiazones 
Carbamates 
Pyridazinones 
Hydroxybenzonitriles 
Triazine 
Urée 

Inhibiteur de la photosynthèse 
par détournement d’électrons 
à la sortie du photosystème I 

Bipyridinium 

Herbicides inhibiteurs 
de la synthèse des 

lipides 

Inhibition de l’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 synthèse des 

acides aminés 

Inhibition de l’enzyme 
conduisant à la synthèse de la 
glutamine 

Aminophosphonates 
Acides phosphiniques 

Inhibition de l’enzyme 
conduisant à la synthèse des 
acides aminés aromatiques 

Organophosphorés 
Glycines 

Inhibition de l’enzyme 
conduisant à la synthèse des 
acides aminés ramifiés 

Imidazolines 
Sulfonylurées 
triazolopyrimidines 

Herbicides perturbant 
la régulation de 

l’auxine 
Herbicides auxiniques 

Acides phénoxyalcanoïques 
Acides benzoïques 
Acides pyrimidiques 
Acides quinoléine-carboxyliques 

Herbicides inhibiteurs 
de la division cellulaire 

à 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 synthèse de la 
cellulose de la paroi pecto-
cellulosique 

Acides quinoléines carboxyliques 
Benzamines 
benzonitriles 
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Annexe III : Propriété physico-chimique de l’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-
éthylamino-5-
isopropylamino-
2,4,6-triazine 

2-Amino-4-
(isopropyl-d7-
amino)-6-
chloro-
triazine 

2-chloro-4-
(ethylamino)-
6-amino-s-
triazine 

6-Chloro-
1,3,5-triazine-
2,4-diamine 

Formule C8H14ClN5 C6H10ClN5 C5H8ClN5 C3H4ClN5 

Masse molaire (à 
25°C) 

215,6 g/mol 187,6 g/mol 173,6 g/mol 145,5 g/mol 

Solubilité dans 
l’eau (à 25°C) 

34,7 mg/L    

 

Annexe IV : Propriété physico-chimique du S-métolachlore et de ses métabolites 

 S-Métolachlore ESA-Métolachlore OXA-Métolachlore 

CAS  171118-09-5 152019-73-3 

Nom UICPA (RS)-2-chloro-N-(2-
éthyl-6-
méthylphényl)-N-(1-
méthoxypropan-2-
yl)acétamide 

2-[(2-ethyl-6-
methylphenyl)(2-
methoxy-1-
methylethyl)amino]-2-
oxo- ethanesulfonic 
acid 

2-[(2-ethyl-6-
methylphenyl)(2-
methoxy-1-
methylethyl)amino]-2-
oxo- acetic acid 

Formule C15H22ClNO2 C15H22NO5S C15H21NO4 

Masse molaire (à 
25°C) 

283,8 g/mol 328,4 g/mol 279,3 g/mol 

Solubilité dans 
l’eau (à 25°C) 

488 mg/L   
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Annexe V : tableau des amorces de qPCR 

Gènes Amorce Forward Amorce Reverse 

Actine CTGGAACGGTGAAGGTGACA AAGGGACTTCCTGTAACAATGCA 

ZO-1 CAAGATAGTTTGGCAGCAAGAGATG ATCAGGGACATTCAATAGCGTAGC 

OCLN AAGAGTTGACAGTCCCATGGCATAC ATCCACAGGCGAAGTTAATGGAAG 

CL-1 CCGGCGACAACATCGTGAC CGGGTTGCTTGCAATGTGC 

E-cad CTCGACACCCGATTCAAAGTG CCAGAAACGGAGGCCTGATG 
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 ANNEXE VI : Revue sur les modèles de cultures 3D des sarcomes osseux 
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Titre :  Evaluation des effets et du devenir de xénobiotiques dans un contexte d’administration orale par 
l’utilisation de méthodes alternatives in vitro 
 
Mots clés : Xénobiotiques, affitines, herbicides, barrière intestinale, perméabilité cellulaire 

  
Résumé : Les xénobiotiques représentent toutes les 
molécules étrangères à l’organisme humain 
auxquelles il sera exposé au cours de sa vie. Pour se 
prémunir de leurs potentiels effets néfastes, le corps 
possède des barrières biologiques. Lorsque les 
xénobiotiques entrent par la voie orale, c’est la 
barrière intestinale qui va être la plus impactée. 
Aussi, notre objectif est d’utiliser des modèles in vitro 

simples et reproductibles pour l’évaluation du 
comportement de xénobiotiques sur cette barrière.  

La première partie de cette étude a porté sur le 
comportement d’une protéine de ciblage de la barrière 
à visée thérapeutique (affitine) dans le tractus digestif.  

Dans ce sens, des modèles 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 l’affitine pour qu’elle lutte 
plus efficacement contre les conditions extrêmes de 
la voie orale. 
 

. 

La deuxième partie du projet s’est consacrée aux 
xénobiotiques présents dans les eaux de boissons. 
L’action de différents herbicides a été testée sur un 
modèle de barrière intestinale reproduit avec une 
lignée cellulaire Caco-2 différenciée. Comme la 
perméabilité cellulaire est un élément-clé dans 
l’homéostasie intestinale, une investigation plus 
poussée a été menée sur les protéines de jonctions 
cellulaires.  

Face à une augmentation des expositions aux 
xénobiotiques, il y a un intérêt croissant d’identifier 
leurs effets délétères 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 façon prédictive et rapide, et sans 
l’utilisation de l’expérimentation animale. 

Title :  Evaluation of the effects and fate of xenobiotics in the context of oral administration using 
alternative in vitro methods 
 
Keywords: Xenobiotics, Affitins, herbicids, intestinal barrier, cellular permeability  

 
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. 

 


