N

N

Développement d’un modeéle in vitro d’inflammation
intestinale par I’utilisation de lignées cellulaires
humaines en co-culture pour I’étude des interactionsavec
les micro-constituants alimentaires

Maria del Carmen Ponce de Leon Rodriguez

» To cite this version:

Maria del Carmen Ponce de Leon Rodriguez. Développement d’un modele in vitro d’inflammation
intestinale par 'utilisation de lignées cellulaires humaines en co-culture pour 1’étude des interaction-
savec les micro-constituants alimentaires. Médecine humaine et pathologie. Université Montpellier,
2019. Frangais. NNT: 2019MONTGO009 . tel-02142190

HAL Id: tel-02142190
https://theses.hal.science/tel-02142190
Submitted on 28 May 2019

HAL is a multi-disciplinary open access L’archive ouverte pluridisciplinaire HAL, est
archive for the deposit and dissemination of sci- destinée au dépot et a la diffusion de documents
entific research documents, whether they are pub- scientifiques de niveau recherche, publiés ou non,
lished or not. The documents may come from émanant des établissements d’enseignement et de
teaching and research institutions in France or recherche francais ou étrangers, des laboratoires
abroad, or from public or private research centers. publics ou privés.


https://theses.hal.science/tel-02142190
https://hal.archives-ouvertes.fr

THESE POUR OBTENIR LE GRADE DE DOCTEUR
DE L’UNIVERSITE DE MONTPELLIER

Spécialité : Agroressources, Procédés, Aliments, Bioproduits
Discipline : Sciences des aliments et nutrition

Ecole doctorale GAIA

Unité mixte de recherche 204 Nutripass

Développement d’un modele in vitro d’inflammation
intestinale par I'utilisation de lignées cellulaires
humaines en co-culture pour I’étude des interactions
avec les micro-constituants alimentaires

Présentée par Maria del Carmen PONCE DE LEON RODRIGUEZ
Le 21 février 2019

Sous la direction de Jean-Pierre GUYOT

Devant le jury composé de

M. Jean-Francois LANDRIER, Directeur de recherche, INRA Rapporteur

Mme. Muriel THOMAS, Directrice de recherche, INRA Rapporteur

Mme. Marie-Joséphe AMIOT-CARLIN, Directrice de recherche, INRA Présidente du jury
M. Patrick POUCHERET, Maitre de conférence, Université de Montpellier Membre invité
Mme. Caroline LAURENT-BABOT, Maitre de conférence, Université de Montpellier Membre invité

M. Jean-Pierre GUYOT, Directeur de recherche, IRD Directeur de thése

UNIVERSITE
DE MONTPELLIER




A Papa Nel

por transmitir siempre su amor

por la lectura, la ciencia y la cultura;
toda mi admiracion y respeto.

REMERCIEMENTS

Je tiens a remercier mes parents pour leur support, dévouement et compréhension inconditionnelle pendant
toutes les années de ma formation ; pour leurs valeurs et leur motivation constante qui m’ont permis de
devenir une meilleure personne, je vous aime.

A mes chéres sceurs, Mariana y Sarita pour étre les meilleures et étre toujours présentes. A toute ma famille
pour tous les bons moments et les mots d’encouragement. Je vous aime tous.

A Sylvain pour ton support, tes mots de motivation et ta présence. Gracias amor, je t'aime.

A mes amies qui ont toujours eu un mot de soutien tout au long de ces années, de prés ou a distance,
spécialement a Ale, Pau, Paula, Mayela, Gaby, Mateo et Julieta.

A mes professeurs qui ont été présents tout au long de ma formation académique pour m'avoir orienté dans
l'acquisition de connaissances et avoir renforcé ma formation, un mot spécial pour Lourdes Grijalva Padilla
et Araceli Escobedo.

A Caroline Laurent-Babot pour ton encadrement, support et disponibilité a tout moment. Merci et encore
merci, cette thése voit le jour grace a ton travail a mes cbtés.

A Frédéric Boudard et Claudie Dhuique-Mayer de 'lUMR Qualisud pour leur encadrement et conseils avisés,
sans oublier Caroline Guzman pour son aide précieuse.

A Jean-Pierre Guyot pour accepter d’étre le directeur de cette thése, pour I'encadrement et la disponibilité.

A I'UMR Nutripass pour son accueil spécialement aux membres de I'équipe Nutrition et Aliments pour leurs
mots d’encouragement. Un mot spécial pour Nicolas Leconte qui a énormément participé aux travaux de
recherche de cette thése, merci pour ton temps et expertise. Merci a Youna Hemery pour son aide dans
l'analyse statistique. Merci a Catherine Philibert pour son précieuse aide. Merci aux doctorants, Fabien,
Wichian et Fabrice et aux stagiaires qui ont fait partie de I'équipe spécialement a Théo Ribon qui a participé
directement a cette thése, j'ai partagé des bons moments au laboratoire avec vous tous.

A toutes les personnes qui ont participé a différents moments de ces travaux de recherche notamment aux
plateformes spécialisées. Merci a Myriam Collin du laboratoire d’histologie de I'IRD pour son expertise en
histologie, a Philippe Clair (IGERF) de la plateforme qPCR Haut Débit (qPHD) Université de Montpellier,
pour son expertise en biologie moléculaire. Merci également a Baptiste Monterroso (MRI, UMS Biocampus,
CNRS, INSERM, Univ Montpellier), Marc Lartaud (MRI-PHIV, AGAP, CIRAD, INRA, SupAgro) et Genevieve
Conéjéro de la plateforme MRI, Biolmaging (MRI-PHIV, BPMP, Univ Montpellier, CNRS, INRA, SupAgro)
pour leur expertise en microscopie de fluorescence.

A toute I'équipe de la DSI de I'IRD pour leur support informatique si précieux.

A toutes les personnes qui m’ont aidées de prés ou de loin au sein de I'IRD et que je ne peux pas toutes
citer.

Au CONACYT (Conseil National de Sciences et Technologie) du Mexique pour avoir financé mon séjour en
France afin de réaliser cette these.

« L'engagement profond envers un réve ne vous
enferme pas et ne vous limite pas: cela vous libére »
Paulo Coelho

2



RESUME

L’épithélium intestinal, siége de I'absorption des (micro)-nutriments est aussi le premier systéme de défense
de l'organisme. Un déséquilibre dans I'homéostasie peut étre a l'origine d’'une réaction inflammatoire
associée a des défauts de la barriere intestinale et de la fonction immunitaire, ainsi qu’une malabsorption
des nutriments, comme rencontré dans les MICI (Maladies Inflammatoires Chroniques de I'Intestin), dans les
stratégies de fortification en micronutriments et les pathologies non transmissibles (obésité). Il est donc
important de trouver des moyens d’action, via l'alimentation par exemple, pour prévenir ou au minima
réduire, les conséquences nutritionnelles et pathologiques de I'inflammation intestinale, et de comprendre
les mécanismes impliqués. Parmi les modéles d’études de l'intestin, les modéles in vitro de culture cellulaire
sont de plus en plus utilisés et permettent d'évaluer les mécanismes moléculaires d'une maniére simple et
reproductible et de réduire I'expérimentation animale.
Dans ce contexte et dans le but d’étudier l'interaction de composés bioactifs de I'alimentation avec I'intestin
en état d’'inflammation, le premier objectif de ce travail de thése a été la mise au point d’'un modele in vitro
d’intestin inflammé associant en co-culture deux lignées intestinales humaines : les Caco-2 TC7
(entérocytes) et HT29-MTX (cellules caliciformes) et une lignée immunitaire de macrophages (THP-1).
Plusieurs marqueurs d’inflammation ont été évalués et nous avons pu montrer que le modeéle de tri-culture
répondait a un stimulus inflammatoire (LPS/IFNy), par une augmentation de la production de cytokines pro-
infammatoires (TNF-a, IL6 et IL8) et d’enzymes (INOS et COX2) ainsi que I'expression de leurs génes. Par
ailleurs, une augmentation de la perméabilité épithéliale via une altération des jonctions serrées (TJs) a
également pu étre mise en évidence ainsi qu’une surproduction de mucus, lesquels sont des
caractéristiques reconnus d’inflammation.
Le deuxiéme objectif était d’étudier I'interaction de la B-cryptoxanthine (BCX), caroténoide des agrumes,
lipophile et anti-oxydant, avec le modeéle inflammé. Nous avons utilisé pour solubiliser la BCX deux types de
micelles (artificielles et physiologiques) et étudié les marqueurs d’inflammation. Bien qu’il semble d’apres les
résultats préliminaires que les micelles de BCX montrent une tendance a diminuer la production de certaines
cytokines (IL6 et IL8), le réle des constituants des micelles (Tween 40 ou sels biliaires/phospholipides) dans
ce phénoméne observé et dans la perméabilité épithéliale reste a clarifier par la suite.

Mots clés : inflammation intestinale, co-culture cellulaire, cytokines, perméabilité intestinale, BCX

SUMMARY

The intestinal epithelium, main place of the absorption of (micro)-nutrients is also the first body's defense
system. An imbalance in homeostasis can lead to an inflammatory reaction associated with defects in the
intestinal barrier and immune function as well as malabsorption of nutrients, as seen in IBD (Inflammatory
Bowel Diseases), in micronutrient fortification strategies and noncommunicable diseases (obesity). It is
therefore important to find ways of action, for example through diet, to prevent or at least reduce the
nutritional and pathological consequences of intestinal inflammation, and to understand the mechanisms
involved. Among intestinal models, in vitro cell culture models are increasingly used and allow to evaluate
the molecular mechanisms in a simple and reproducible way and to reduce animal experimentation.
In this context and in order to study the interaction of dietary bioactive compounds with the intestine in state
of inflammation, the first objective of this work was the development of an in vitro model of inflamed intestine
combining in co-culture two human intestinal cell lines: Caco-2 TC7 (enterocytes) and HT29-MTX (goblet
cells) and an immune cell line of macrophages (THP-1). Several inflammation markers were evaluated and
we were able to show that the tri-culture model responded to an inflammatory stimulus (LPS / IFNy), by
increasing the production of pro-inflammatory cytokines (TNF-a, IL6 and IL8) and enzymes (INOS and
COX2) as well as the expression of their genes. In addition, an increase of epithelial permeability via tight
junctions (TJs) alteration has also been demonstrated, as well as overproduction of mucus, which are
recognized inflammation characteristics.
The second objective was to study the interaction of B-cryptoxanthin (BCX), a lipophilic and antioxidant
carotenoid of citrus, with the inflamed model. To solubilize BCX, we used two types of micelles (artificial and
physiological) and studied markers of inflammation. Although it appears from the preliminary results that
BCX micelles show a tendency to decrease the production of some cytokines (IL6 and IL8), the role of
micelle constituents (Tween 40 or bile salts / phospholipids) in the phenomenon observed and in the
epithelial permeability remains to be therefore clarified.

Keywords: gut inflammation, cell co-culture, cytokines, intestinal permeability, BCX
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INTRODUCTION

L’épithélium intestinal, siege de I'absorption des (micro)-nutriments est aussi le premier
systeme de défense de I'organisme. Il est 'organe clé de 'immunité du systéme digestif mais
aussi de notre défense immunitaire globale, en agissant comme une barriere avec un rble
essentiel dans la régulation de I'échange de molécules et de fluides. Cette barriére est formée
par différents types des cellules et l'intestin abrite aussi une communauté dense et diversifiée
de micro-organismes constituant le microbiote intestinal. Cette relation symbiotique héte-micro-
organismes joue un réle crucial dans le maintien ou non de I'homéostasie intestinale. Un
déséquilibre peut alors étre a l'origine d’'une réaction inflammatoire de I'intestin associée a des
défauts de la barriére intestinale et de la fonction immunitaire, ainsi qu’'une malabsorption des
nutriments (Benjamin et al. 2008; Forbes et al. 2017; Massironi et al. 2013; MijaC et al. 2010).

L’étiologie de linflammation intestinale, dont lincidence et la prévalence augmentent
partout dans le monde, n’est toujours pas enti€rement comprise, bien que l'on sache que
plusieurs causes sont impliquées (Molodecky et al. 2012; Loftus Jr 2004). L'inflammation de
bas ou haut niveau (« low or high grade inflammation ») est souvent associée a des conditions
pathologiques (ex. maladies infectieuses, maladies inflammatoires chroniques de l'intestin)
mais aussi a des maladies chroniques non transmissibles (ex. obésité) (Ding et Lund 2011;
Esser et al. 2014; Walters, Xu, et Knight 2014). De plus, il a été montré que les techniques de
fortification ou supplémentation en minéraux comme le fer pouvaient entrainer également un
état inflammatoire de l'intestin avec modification du microbiote (Zimmermann et al. 2010; Dostal
et al. 2012; Jaeggi et al. 2015; Tolkien et al. 2015). Nous savons aussi que I'épithélium
intestinal, de par sa fonction, est continuellement exposé aux composants alimentaires, y
compris les composés bioactifs présentant des risques ou des bénéfices potentiels pour la
santé. Parmi ces composés, des micro-constituants des végétaux tels que les polyphénols ou
les caroténoides se sont avérés avoir des effets anti-inflammatoires et antioxydants sur les
troubles chroniques (Ferguson 2014). Il est donc important aujourd’hui de trouver des moyens
d’action, via I'alimentation par exemple, pour prévenir ou au minima réduire, les conséquences
nutritionnelles et pathologiques de l'inflammation intestinale, et de comprendre les mécanismes
impliqués.

Ainsi, au cours des dernieres décennies, des modeéles in vivo, ex vivo et in vitro ont été
mis au point pour étudier les différentes fonctions de I'épithélium intestinal et son métabolisme,
en particulier a I'état inflammé. Bien que les modéles animaux puissent simuler au mieux la
physiologie d'un organisme entier, les principaux inconvénients des modéles in vivo, en plus
des problémes éthiques, sont la variation des réponses due aux différences entre les espéces
et la difficulté d'extrapoler les résultats a 'Homme (Fitzgerald et al. 2015). L'utilisation de
modeles in vitro de culture cellulaire a de ce fait considérablement augmenté, en particulier
dans les études de biodisponibilité et de toxicologie dans les domaines alimentaire et
pharmaceutique. Des modéles in vitro améliorés utilisant des cellules d'origine humaine ont
'avantage de réduire l'expérimentation animale et permettent d'étudier les mécanismes
moléculaires d'une maniére simple et reproductible. En outre, des modéles in vitro de co-culture
cellulaire ont été également développés dans l'objectif de se rapprocher aux mieux de la
complexité morphologique et fonctionnelle de la barriere intestinale.
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INTRODUCTION

Dans ce contexte, le travail de ma thése a eu comme objectif la mise au point d’'un
modeéle in vitro de tri-culture cellulaire dans le but de pouvoir étudier par la suite I'interaction de
micro-constituants alimentaires avec l'intestin en état d’inflammation. Dans le cadre de mon
travail, il a été décidé d’étudier en particulier le rble de la B-cryptoxanthine, caroténoide pro-
vitaminique A le plus présent dans la mandarine et I'orange et connu pour ses effets
antioxydants.

Dans ce manuscrit je présente d’abord une étude bibliographique résumant les
connaissances dans la littérature sur les différents modéles in vitro d'inflammation intestinale
existants et leur utilisation potentielle pour I'étude des composés alimentaires bioactifs. Cette
étude bibliographique a été valorisée par la publication d’'une revue dans le journal Critical
Reviews in Food Science and Nutrition (Ponce de Ledn-Rodriguez, Guyot, et Laurent-Babot
2018). Les matériels et méthodes utilisés lors des travaux de recherche sont ensuite décrits.
Les résultats des travaux sont présentés dans deux parties distinctes : la premiére est
consacrée au développement et a la validation du modéle in vitro d’inflammation intestinale, par
I'étude de différents parameétres liés a linflammation, alors que la seconde présente les
résultats préliminaires obtenus lors de I'étude de l'interaction de la B-cryptoxanthine avec le
modéle. Enfin, le dernier chapitre est consacré a la discussion générale des résultats mettant
en avant les points forts mais aussi les limites de ce travail, ainsi que les différentes
perspectives proposeées.
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SYNTHESE BILBIOGRAPHIQUE

1. Caractéristiques de la barriére intestinale saine et inflammée

Caractérisé par une monocouche cellulaire, I'épithélium intestinal est principalement
composé de cellules absorbantes polarisées, les entérocytes. Cependant, d'autres cellules
épithéliales spécialisées sont également présentes, notamment des cellules caliciformes, des
cellules M (de I'anglais « Microfold cell » retrouvées dans les plaques de Peyer) et des cellules
de Paneth, constituant I'ensemble de la paroi intestinale. Les cellules caliciformes sont
responsables de la production de mucines qui forment une couche de mucus protectrice, les
cellules M ont une activité de transport transépithélial d’antigénes et de bactéries provenant de
la lumiére intestinale et les cellules de Paneth sécrétent des peptides antimicrobiens
(défensines) et des facteurs de croissance. L'épithélium intestinal est une barriére importante
entre la lumiére intestinale et la lamina propria et sert d'interface dynamique entre
I'environnement externe et les tissus de l'intestin (Viladomiu et al. 2013; Wehkamp et al. 2005).
Ces cellules coopérent toutes pour empécher l'entrée de micro-organismes et d'autres
particules dans I'héte et sont également impliquées dans la croissance et la réparation
épithéliale en maintenant l'intégrité de la muqueuse. Sous la monocouche épithéliale de
l'intestin, les cellules immunitaires (macrophages, cellules dendritiques, lymphocytes) sont
répandues dans la lamina propria. Ces cellules de défense sont plus concentrées dans les
plaques de Peyer (organe lymphoide secondaire) et interagissent avec les cellules épithéliales
via des facteurs solubles tels que des facteurs de croissance, des cytokines et des enzymes
(Abraham et Cho 2009).

L'épithélium intestinal est une barriere perméable qui joue également un réle majeur dans
la régulation des échanges de solutés et de fluides, avec des conséquences directes sur
I'absorption et le transport des nutriments. Cet échange nécessaire se produit via les jonctions
intercellulaires présentes entre les cellules, ce qui permet le transport paracellulaire. En
conséquence, les dommages cellulaires directs observés, par exemple dans les maladies
inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI), provoquent une perte de fonction de la barriére.
Des preuves cliniques ont montré que la malnutrition est une caractéristique courante chez les
patients atteints de MICI (Benjamin et al. 2008; Forbes et al. 2017; Massironi et al. 2013; Mija¢
et al. 2010). Diverses carences en micronutriments, par ex. des minéraux (Fe, Zn), des
vitamines (D, A, B9, B12), ou des protéines ont été rapportés chez des patients souffrant de
troubles intestinaux chroniques (Conklin et Oliva-Hemker 2010; Mallon et Suskind 2010;
Vagianos et al. 2007). De plus, les changements de perméabilité peuvent entrainer une
interaction plus étroite entre les cellules immunitaires de la lamina propria et le contenu de la
lumiére intestinale (Hering et Schulzke 2009). Par conséquent, les molécules alimentaires et
divers micro-organismes, y compris le microbiote, favorisent I'activation prolongée du systeme
immunitaire muqueux (Geremia et al. 2014; Shanahan et Quigley 2014; Vindigni et al. 2016).

Les jonctions intercellulaires épithéliales qui forment le complexe de jonction apical (de
'anglais « apical junction complex : AJC ») sont essentielles pour préserver la fonction de
barriére intestinale. L'AJC formé par les protéines transmembranaires est représenté par les
jonctions serrées (de I'anglais « tight junctions : TJs », par exemple occludine et claudines) et
les jonctions adhérentes (de I'anglais « adherens junctions AJs », par exemple E-cadhérine) qui
interagissent avec le cytosquelette via des protéines cytoplasmiques comme les protéines
zonula occludens (ZO) ou la famille des catenins (Furuse 2010; Van ltallie et Anderson 2006;
Yamazaki et al. 2011). Le transport paracellulaire est régulé par les TJs, qui scellent I'espace
entre les cellules épithéliales adjacentes et contrélent le passage des molécules avec une
sélection en fonction de leur taille et charge. De plus, la voie de transport actif des nutriments
(par exemple, les co-transporteurs de Na+) dépend du gradient de concentration transépithélial
généré par le flux d'ions a travers les TJs (Liang et Weber 2014; Turner 2009). Les altérations

SYNTHESE BIBLIOGRAPHIQUE 11



SYNTHESE BILBIOGRAPHIQUE

de la perméabilité entrainent une perte d'eau en plus de la malabsorption des nutriments. Par
conséquent, I'noméostasie dépend considérablement d'un systéme de TJs parfaitement
fonctionnel.

En plus de servir de barriére physique, I'épithélium intestinal joue également un réle
majeur dans le systeme de défense de I'hdéte. Comme décrit ci-dessus, les cellules immunitaires
sont présentes dans la lamina propria (plaques de Peyer), faisant de lintestin le principal
organe immunitaire du corps humain. Dans des conditions de bonne santé, la barriere
intestinale est dans un état nécessaire et continu d'inflammation « contrebalancé » avec un
equilibre fragile qui peut étre altéré par plusieurs facteurs. L'homéostasie peut étre perturbée
par des processus aigus et chroniques. Par exemple, lors d'infections intestinales, des agents
pathogénes tels que Salmonella spp, Escherichia coli, Clostridium difficile ou Giardia
déstabilisent souvent le systéme des TJs de I'héte et provoquent par la suite des épisodes de
diarrhée (Nusrat et al. 2001; O’Hara et Buret 2008; Simonovic et al. 2000). L'étiologie des
troubles chroniques intestinaux comme les MICI n'est toujours pas clair, bien qu'il soit certain
que de multiples causes y sont associées. La colite ulcéreuse (CU) et la maladie de Crohn
(MC) sont les principales maladies inflammatoires chroniques de lintestin étudiées, car leur
prévalence est la plus élevée au monde (Loftus Jr 2004; Molodecky et al. 2012).

De nombreuses études suggeérent que les altérations des TJs et les modifications
subséquentes de la perméabilité exacerbent le processus inflammatoire des MICI en raison
d'un déséquilibre entre les cytokines pro-inflammatoires et anti-inflammatoires produites par les
cellules immunitaires (Neurath 2014; Pandolfi et al. 2010; T. Suzuki 2012). Il a été démontré
que des cytokines telles que TNF-a, INF-y, IL-1B et IL-13 induisent un dysfonctionnement de la
barriére épithéliale intestinale qui augmente l'infiltration paracellulaire des molécules luminales
potentiellement antigéniques (Al-Sadi et al. 2011; Heller et al. 2005; Turner 2006; Utech et al.
2005; F. Wang et al. 2005; Watson et al. 2005). Cela suggére que la fonction de la barriere
intestinale joue un rdle crucial dans la physiopathologie des MICI, mais il reste difficile de savoir
si ces changements font partie de la cause ou de la conséquence de l'inflammation chronique.
De méme, différentes études ont montré les effets de I'alimentation sur l'intégrité des TJs (T.
Suzuki 2012; Kosinska et Andlauer 2013). Selon des études in vitro, des composants
alimentaires tels que les polyphénols ou les peptides de la caséine pourraient améliorer la
fonction de la barriére intestinale, tandis que d'autres, comme I'éthanol et I'acétaldéhyde, son
métabolite, auraient un impact négatif (Ferguson 2014; Samak, Aggarwal, et Rao 2011;
Shimizu 2017; T. Suzuki, Tanabe, et Hara 2011; Yasumatsu et Tanabe 2010).

Des rapports récents suggérent fortement que le microbiote intestinal joue un réle
important dans la préservation de la santé intestinale. Une perturbation de I'équilibre de la
composition du microbiote peut représenter un risque d'infections (Khosravi et Mazmanian
2013). Ce déséquilibre peut également modifier la réponse du systéme immunitaire intestinal et
la fonction de barriére épithéliale qui favorise le développement des MICI et pourrait méme
avoir des conséquences extra-intestinales (Brown, Sadarangani, et Finlay 2013; Cammarota et
al. 2015; Fyderek 2009; Kamada et al. 2013; Kostic, Xavier, et Gevers 2014; Manichanh et al.
2012; Reiff et Kelly 2010).

Les modifications de la composition du microbiote ont également été associées a une
réduction du métabolisme des acides gras a chaine courte (AGCC) dont l'activité anti-
inflammatoire et immunorégulatrice est connue (Arpaia et al. 2013; Maslowski et al. 2009; Smith
et al. 2013; Vieira et al. 2012). Malgré les informations disponibles limitées, il existe des
rapports concernant l'impact alimentaire sur le microbiote intestinal et le lien que ces
changements pourraient avoir avec les MICI (Sheehan, Moran, et Shanahan 2015; G. D. Wu et
al. 2011; Zimmer et al. 2012). Comme mentionné ci-dessus, I'épithélium intestinal joue un réle
important dans l'immunité. Les macrophages et les cellules dendritiques présentes dans la
lamina propria sont responsables de la détection des antigénes dans la lumiére intestinale
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tandis que les lymphocytes T régulateurs (Treg) maintiennent un équilibre en supprimant une
réponse immunitaire anormale contre le microbiote ou les antigénes alimentaires (Geremia et
al. 2014; Strober, Ilvan J. Fuss, et Blumberg 2002). Il est donc clair que les interactions altérées
entre le microbiote intestinal et la réponse immunitaire jouent également un réle important dans
l'inflammation intestinale (Kamada et Nufez 2014). Cependant, d'autres études sont
nécessaires pour comprendre clairement cette relation.

D’aprés certaines études épidémiologiques, les changements dans la consommation
alimentaire, avec une prise accrue de protéines animales, d’acides gras n-6 et de « fast-food »
parmi d’autres éléments de l'alimentation, seraient liés aux modifications du microbiote et au
risque de développement des MICI. En revanche, un régime de type méditerranéen, riche en
légumes, en fruits, en céréales et en poisson, mais aussi en huile d'olive et en vin rouge,
réduirait le risque de MICI. Cependant, aucun aliment n'a été identifi¢ comme élément causal
dans les études sur l'association entre l|'alimentation et les MICI en raison de difficultés
d'interprétation (Ng et al. 2013). En dehors des facteurs alimentaires, du dysfonctionnement des
TJs et du systéme immunitaire et du déséquilibre potentiel du microbiote, d’aprés la littérature
des facteurs génétiques, environnementaux et socio-économiques pourraient également
influencer le développement des MICI (J. H. Cho 2008; Khor, Gardet, et Xavier 2011; Liu et
Stappenbeck 2016; Ng et al. 2013).

2. Modéles in vitro de culture cellulaire d’inflammation intestinale

Les progrés technologiques réalisés au cours des 40 derniéres années dans le domaine
de la culture cellulaire ont permis d’accroitre la recherche sur les troubles intestinaux et les
mécanismes physiologiques de la barriére intestinale dans le but de minimiser les expériences
in vivo préalables aux essais cliniques. La culture cellulaire est devenue un outil essentiel en
toxicologie et en nutrition depuis I'établissement de lignées cellulaires in vitro d'origine animale
et humaine. L'utilisation de cultures de cellules primaires est limitée par leur disponibilité, leur
répétabilité et leur utilisation dans des études a long terme en raison de leur courte durée de
vie, mais les lignées de cellules transformées sont largement utilisées (Langerholc et al. 2011;
Zucco et al. 2005). La mise au point de modéles in vitro pour imiter I'environnement in vivo a
nécessité la caractérisation de lignées cellulaires en tant que modéles de monoculture ou de
co-culture avant de pouvoir étre utilisées avec succes. Dans ce contexte, les lignées cellulaires
humaines ont été favorisées.

2.1. Principales lignées cellulaires intestinales

2.1.1. Lignée cellulaire Caco-2

La lignée de cellules épithéliales humaines Caco-2 a été la lignée cellulaire la plus utilisée
comme modeéle intestinal pour les études d'absorption, de transport et de biodisponibilité au
cours des dernieres décennies (Cheng, Li, et Uss 2008; Hidalgo, Raub, et Borchardt 1989;
Hillgren, Kato, et Borchardt 1995). Cette lignée cellulaire a été isolée d'un adénocarcinome
colorectal humain et établie par Fogh & Trempe en 1974 (Fogh et Trempe 1975). Cette lignée
est bien caractérisée en tant que modéle entérocytaire grace a ses caractéristiques
morphologiques et fonctionnelles exprimées aprés différenciation. Il faut environ cing jours a
ces cellules pour atteindre la confluence et commencer spontanément a se différencier pendant
30 jours de culture. Une fois différenciées, elles forment une monocouche cellulaire polarisée
avec des membranes apicales et basolatérales, un complexe de jonction intercellulaires et une
bordure en brosse avec des microvillosités du coté apical typiques des entérocytes humains
(Isabelle Chantret et al. 1988; Hidalgo, Raub, et Borchardt 1989; Pinto et al. 1983). L'expression
d'enzymes telles que les hydrolases (saccharase-isomaltase, lactase, etc.) présentes dans les
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microvillosités intestinales (I. Chantret et al. 1994; Howell, Kenny, et Turner 1992; Vachon et
Beaulieu 1992) et différents transporteurs membranaires sont également des traits de la lignée
cellulaire Caco-2 (Lea 2015). Cependant, cette lignée cellulaire présente certaines limites,
notamment la formation d’'une monocouche hétérogéne liée au temps de culture et au nombre
de passages (Artursson, Palm, et Luthman 2001) et la présence de zones multicouches
(Briske-Anderson, Finley, et Newman 1997). Les conditions de culture peuvent également
sélectionner des sous-populations de cellules (Lea 2015). De plus, cette lignée cellulaire n’est
pas capable de se différencier en cellules caliciformes, ainsi leur incapacité a produire du
mucus est une limitation importante.

Divers clones de Caco-2 ont été établis pour réduire I'hétérogénéité (par exemple, Caco-2
TC7, Caco-2/15, Caco-2/AQ) (Sambuy et al. 2005). Le clone TC7 a été dérivé d'un passage
tardif (198) de la lignée Caco-2 et se différencie plus rapidement que la lignée parentale
(20 jours vs 30 jours) en conservant ses caractéristiques morphologiques et fonctionnelles et la
monocouche formée est plus homogéne et stable (Caro et al. 1995; |I. Chantret et al. 1994;
Ranaldi et al. 2003; Turco et al. 2011). De plus, le clone TC7 s'est avéré étre un modéle
approprié de la barriere de l'intestin gréle en termes de reproductibilité et de performance
(Zucco et al. 2005).

Il a également été démontré que les cellules Caco-2 sont capables de produire des
marqueurs inflammatoires (par exemple des cytokines) en réponse a d’autres cytokines telles
que I'IL-1B, le TNF-a et / ou I'lFNy (Hollebeeck et al. 2012; Rodriguez-Ramiro et al. 2013;
Weglarz et al. 2006) et / ou dans certains cas, en réponse a des stimuli externes tels que les
lipopolysaccharides (LPS) présents sur les membranes des micro-organismes (Barrera et
Sanchez 2015; Maccaferri et al. 2012; Weglarz et al. 2006; Xu et al. 2012). |l est important de
souligner que des rapports ont également montré que les cellules Caco-2 étaient hypo-
réactives a la stimulation avec du LPS en raison de I'expression limitée du récepteur Toll-like
impliqué dans la reconnaissance du LPS (TLR-4), méme si ces cellules expriment le co-
récepteur MD-2, essentiel a I'activation de NF-kB et a la sécrétion subséquente de cytokines
pro-inflammatoires (M. Suzuki, Hisamatsu, et Podolsky 2003; Vamadevan et al. 2010).

2.1.2. Lignée cellulaire HT-29

La lignée cellulaire HT-29 est une autre lignée intestinale établie par Fogh & Trempe.
Cette lignée cellulaire est également dérivée d'un adénocarcinome du célon (Fogh et Trempe
1975) et a été utilisée comme modéle d'entérocytes dans des études de biodisponibilité et de
mécanistique cellulaire (Andoh et al. 2001; Hagesaether 2011; Yi et al. 2016). La lignée HT-29
est considérée comme une lignée intestinale pluripotente car les changements dans le milieu
de culture peuvent conduire a différentes voies de différenciation. Contrairement a la lignée
cellulaire Caco-2, la différenciation des HT-29 n'est pas spontanée mais dépend plutét des
conditions nutritionnelles et de culture (Huet et al. 1987; Viallard et al. 1986; Zweibaum et al.
2011). Dans un milieu sans glucose, de maniére similaire a la lignée Caco-2, les cellules HT-29
se différencient en cellules de type entérocyte exprimant des hydrolases telles que la
saccharase-isomaltase, limitées a la bordure en brosse intestinale, alors qu’en présence de
glucose, elles restent indifférenciées. De plus, la différenciation des cellules HT-29 peut étre
inhibée et inversée par I'addition de glucose au milieu (Zweibaum et al. 1985). Il existe d'autres
différences entre les lignées Caco-2 et HT-29, comme par exemple une période de
différenciation plus longue et l'absence d'expression de lactase dans la lignée HT-29.
Néanmoins, la différence majeure entre les lignées cellulaires HT-29 et Caco-2 est que, dans
certaines conditions de culture, les HT-29 peuvent se différencier en cellules caliciformes et
avoir ainsi la capacité de produire du mucus (Zweibaum et al. 2011). Le mucus produit par les
cellules caliciformes est un gel insoluble dans I'eau composé principalement d'oligoméres de
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glycoprotéines et de monoméres apparentés qui forment une couche protectrice dans l'intestin
(Béduneau et al. 2014).

Les cellules HT29, lorsqu'elles sont traitées avec du butyrate de sodium, par exemple, se
différencient en phénotypes distincts, comme I'ont démontré Augeron & Laboisse (1984), qui
ont isolé différentes sous-populations de HT-29, dont certains clones sont des cellules
sécrétrices de mucus et présentent des caractéristiques morphologiques analogues aux
cellules caliciformes intestinales (Augeron et Laboisse 1984). Par la suite, lorsque 'accent a été
mis sur la capacité des cellules HT-29 a s’adapter aux conditions métaboliques de stress,
diverses populations de cellules sécrétant du mucus ont été isolées, dont HT29-FU, HT29-18N2
et HT29-MTX (Huet et al. 1987; T. Lesuffleur et al. 1993). Parmi ces populations, le clone stable
HT29-MTX a été isolé sur le principe de la résistance des cellules HT-29 (irréversible) a de
fortes concentrations de méthotrexate (MTX), aprés une adaptation progressive a ce
médicament anticancéreux. Ce clone est ainsi capable de se différencier spontanément en
cellules productrices de mucus de type caliciforme (Thécla Lesuffleur et al. 1990), lesquelles
ont été utilisées par exemple comme modéle pour étudier I'adhésion cellulaire des bactéries
lactiques (Turpin et al. 2012).

Les HT29-MTX ont également été largement utilisées dans les systéemes de co-culture
avec la lignée cellulaire Caco-2 pour imiter la barriere intestinale humaine dans les études
d'absorption et de perméabilité (Barnett et al. 2016; Béduneau et al. 2014; Behrens et al. 2001;
Kaulmann, André, et al. 2016; Laparra, Glahn, et Miller 2009; Mahler, Shuler, et Glahn 2009;
Nollevaux et al. 2006; Poquet, Clifford, et Williamson 2008; Selby-Pham et al. 2017). Par
ailleurs, d'autres lignées cellulaires sécrétant du mucus ont été caractérisées y compris LS174T
et LS180 (Tom et al. 1976) et des clones de ces lignées ont été isolés pour étudier les mucines
(Kuan et al. 1987).

2.1.3. Lignée cellulaire T84

Une troisiéme lignée cellulaire frequemment utilisée dans les études intestinales est la
lignée T84, établie en 1980 par Murakami et Masui pour étudier le contrble hormonal de la
croissance cellulaire du carcinome du colon humain (Murakami et Masui 1980). Les cellules
T84 se développent en monocouches de cellules polarisées qui montrent la présence de TJs et
de microvillosités a la surface (Dharmsathaphorn et al. 1984). Contrairement a la différenciation
spontanée des Caco-2, une particularité de la lignée cellulaire T84 est leur possible
différenciation en cellules des cryptes intestinales (Madara et Dharmsathaphorn 1985) aprés
induction par le facteur de croissance transformant humain recombinant (TGF-B1) ou d'autres
facteurs solubles provenant des cellules mésenchymateuses. Cette caractéristique permet
d'étudier le processus de différenciation (K. M. Juuti-Uusitalo et al. 2006).

Les cellules T84 ont également été utilisées pour étudier des mécanismes de transport
des électrolytes (Alzamora et al. 2011; Beltran et al. 2015; Nichols et al. 2015; Tang et al. 2010)
et la perméabilité intestinale (Ewaschuk et al. 2008; H. Huang et al. 2016; Watson et al. 2005).
En outre, cette lignée cellulaire a aussi été utilisée dans des études sur les voies de
signalisation liées a la réponse inflammatoire de I'épithélium intestinal (Cario et al. 2000; J. A.
Cho et Park 2015; de Kivit et al. 2011; K. Juuti-Uusitalo et al. 2011; Ou et al. 2009; Vamadevan
et al. 2010) et l'interaction bactéries-entérocytes (Otte et Podolsky 2004).

Malgré I'utilisation trés répandue des Caco-2, HT29 et T84, il est nécessaire de préciser
qu’il existe d'autres lignées cellulaires intestinales humaines (par exemple, SW480, H4) ainsi
que des modeles de cellules animales (Langerholc et al. 2011; Leibovitz et al. 1976). Dans ce
contexte, un profil d'expression génique de certaines de ces lignées intestinales couramment
utilisées a été publié en 2012 afin d’orienter le choix du modéle in vitro le plus approprié pour
des études spécifiques (Bourgine et al. 2012).
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Ainsi, ces modéles in vitro permettent I'étude simple et reproductible de mécanismes
cellulaires au niveau moléculaire difficiles a réaliser in vivo. Actuellement, des inserts en
polycarbonate avec des membranes semi-perméables utilisés comme systémes de culture
facilitent I'observation des molécules se déplagant a travers la monocouche cellulaire (systéemes
compartimentés).

En conséquence, ces derniéres années, de nombreuses études ont été réalisées pour
caractériser l'absorption, le transport et la biodisponibilité de composants alimentaires ou de
molécules d'intérét thérapeutique. Méme si I'on doit faire preuve de prudence lors de la
comparaison des résultats in vitro et in vivo, ces travaux de recherche permettent toutefois de
fournir des informations intéressantes.

2.2. Co-cultures de cellules intestinales et immunitaires comme modeéle
d’inflammation

Dans I'objectif d’'améliorer les modeéles cellulaires simples, des systémes de co-culture 2D
ou 3D associant plusieurs types cellulaires ont été développés en tant que modéles
d'inflammation intestinale et sont présentés dans les tableaux de synthése en annexe. Depuis
la fin des années 1990, un intérét croissant est observé pour I'amélioration des modéles de
barriére intestinale en incluant des cellules immunitaires dans les cultures (Kernéis et al. 2000)
en présence ou non d’une matrice extracellulaire. Les principales cellules immunitaires utilisées
pour établir ces systémes de co-culture avec des lignées cellulaires intestinales comprennent
des cellules primaires comme les cellules mononuclées du sang périphérique humain (PBMC)
et des lignées cellulaires de type macrophage d'origine humaine (THP-1) ou murine
(RAW 264.7).

2.2.1. Principales lignées cellulaires immunitaires utilisées en co-culture
2.21.1. PBMC

Les PBMC sont obtenues a partir des couches leuco-plaquettaires de donneurs sains
généralement par centrifugation en gradient de Ficoll et comprennent les lymphocytes, les
monocytes et les cellules dendritiques. La présence de marqueurs cellulaires pour les
macrophages et les cellules dendritiques a été décrite dans des co-cultures utilisant des PBMC
(Leonard, Collnot, et Lehr 2010). Cependant, compte tenu de leurs différences de phénotype,
les cellules isolées du sang pourraient présenter des réponses différentes de celles présentes
dans la lamina propria intestinale (Kleiveland 2015).

2.2.1.2. Lignée cellulaire THP-1

La lignée cellulaire THP-1 a été isolée a partir du sang périphérique d'un patient de 1 an
souffrant de leucémie monocytaire aigué et caractérisée en tant que lignée cellulaire
monocytaire (Tsuchiya et al. 1980). Ces cellules peuvent étre cultivées in vitro pendant environ
3 mois (passage 25) sans modification de la sensibilité ou de I'activité cellulaire. Les cellules
THP-1 peuvent se différencier en macrophages sous traitement au phorbol-12-myristate-13-
acétate (PMA) ou en cellules dendritiques en les transférant dans un milieu sans sérum et en
les traitant ensuite avec un mélange d'lIL-4, GM-CSF, TNF-a et ionomycine (Chanput, Peters, et
Wichers 2015). Cette lignée cellulaire a été caractérisée comme un modéle de modulation
immunitaire (Chanput et al. 2013; Chanput, Mes, et Wichers 2014) et a également été
largement utilisée pour étudier la production de ROS et l'inflammation. Par exemple, la lignée
cellulaire THP-1 a été utilisée comme modeéle pour analyser les effets anti-inflammatoires des
polyphénols (Chanput et al. 2010; S.-M. Huang, Wu, et Yen 2006; C.-H. Wu et al. 2011) ou des
acides gras (S. Huang et al. 2012). L'utilisation des THP-1 pourrait présenter certains
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avantages par rapport aux PBMC, en raison de son origine génétique homogéne qui réduit la
variabilité du phénotype cellulaire, améliorant ainsi la reproductibilité des expériences.

2.2.1.3. Lignée cellulaire RAW 264.7

Parmi les lignées immunitaires fréquemment utilisées on trouve aussi la lignée
monocytaire murine RAW 264.7. Cette lignée a été établie a partir d'une tumeur murine induite
par le virus de la leucémie d'Abelson et présente des propriétés des macrophages (Raschke et
al. 1978). Il a été démontré que ces cellules ressemblent aux macrophages dérivés de la moelle
osseuse murine en termes de récepteurs de la surface cellulaire et de réponse aux ligands
microbiens impliquant des récepteurs Toll-like (TLRs) (Berghaus et al. 2010). Cependant, ces
mémes auteurs ont conclu de rester prudent concernant l'interprétation et I'extrapolation des
résultats en raison de possibles changements dans les cellules RAW en culture continue
(Berghaus et al. 2010). De plus, des possibles réactions croisées inter-espéces devraient
également étre prises en compte dans les modéles de co-culture qui combinent des lignées
cellulaires murines (par exemple, des cellules RAW) et humaines telle que les cellules Caco-2,
pour étudier des effets anti-inflammatoires.

2.2.2. Modeles de co-culture 2D

L'établissement de co-cultures de différents types de cellules permet alors d'étudier la
communication cellule-cellule (intercellulaire) et d'étudier l'influence de ces interactions sur la
croissance, la différenciation et la réponse immunitaire. Cela permet également d'explorer I'effet
des composants alimentaires et la réponse des cellules a I'exposition a ces composants dans
des conditions de bonne santé ou pathologiques. Méme si les modeéles in vitro ne reproduisent
pas complétement la complexité de la physiologie humaine, ces modéles facilitent I'étude des
mécanismes de contact cellulaire et des réponses a des facteurs solubles tels que les
cytokines. Un tableau de synthese listant les différents modeéles 2D d’inflammation intestinale
est présenté en annexe A.

Actuellement, la plupart des modéles de co-culture impliquant des cellules intestinales et
immunitaires utilisent des systémes de culture sur insert dans lesquels les deux types
cellulaires ne sont pas en contact direct. Ce systéme est constitué de deux compartiments
distincts (apical et basal) séparés par une membrane poreuse. Cependant, il existe quelques
études dans lesquelles des cellules a la fois intestinales et immunitaires ont été ensemencées
dans le méme compartiment (Susewind et al. 2016) ou en utilisant des modéles inversés
(Araujo et al. 2016; des Rieux et al. 2007; Mori, Satsu, et Shimizu 2003; P. C. Tyrer et al. 2011).
Cela permet un contact direct entre les deux types de cellules et donc I'étude de la migration
des cellules immunitaires dans la monocouche intestinale.

Pourtant, les modéles de culture cellulaire 2D présentent certaines limites, notamment
des interactions intercellulaires réduites, le manque d'interactions cellule-matrice et
I'architecture des tissus n'est pas complétement recréée. Fitzgerald et al. (2015) ont examiné
ces inconvénients en termes d'évaluation de nouvelles stratégies d'administration de
médicaments (Fitzgerald et al. 2015). Malgré leurs limites, les modéles 2D in vitro sont un outil
utile pour étudier les interactions entre les composants alimentaires et les cellules intestinales
au cours d'une inflammation intestinale. A ce jour, seules quelques études ont associé les effets
des composants alimentaires a l'inflammation intestinale en utilisant des modéles de co-culture
2D. Quelques exemples seront présentés ultérieurement, dans la partie 3 de cette révision
bibliographique.
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2.2.3. Modéles de co-culture 3D

Les modeéles in vitro évoluent constamment, allant des monocultures simples aux cultures
3D dans lesquelles les cellules sont cultivées au sein d'une matrice extracellulaire (MEC), en
passant par les co-cultures 2D utilisant des supports plastiques, comme observé
précédemment. Un tableau de synthése des différents modeles 3D existants est présenté en
annexe B.

Kim et al. (2014) ont observé des différences dans la fonction de barriére (perméabilité)
entre un modeéle 2D et un modéle de villosités 3D utilisant des cellules Caco-2 (S. H. Kim et al.
2014). De méme, Yu et al. (2012) ont signalé des variations au cours de la différenciation
cellulaire entre les modéles 2D et 3D, avec une différenciation cellulaire plus réaliste dans le
modeéle 3D le rendant plus efficace (Yu et al. 2012). Une autre des limites des modéles 2D, en
particulier dans la recherche sur les tumeurs, est I'absence d'une véritable MEC avec des
modifications de la structure, du potentiel d’adhésion, de la mécano-transduction et des
résultats d'exposition a des facteurs solubles (Ryan et al. 2016). En effet, la MEC confére aux
tissus des propriétés mécaniques et favorise la communication cellulaire. L’ancrage des
récepteurs membranaires a la MEC régule l'interprétation par les cellules des signaux de leur
environnement (Abbott 2003).

Grace aux progres de la bio-ingénierie, des systémes de co-culture 3D ont été congus en
utilisant différentes plates-formes : structures d'échafaudages, hydrogels (collagénes,
laminines), des sphéroides ou encore dispositifs micro-fluidiques avec des canaux capables de
contréler la diffusion de nutriments (Fitzgerald et al. 2015). Par exemple, Juuti-Uusitalo et al.
(2011) ont utilisé des modeéles 3D (cellules T84 et Caco-2) pour étudier l'effet du TNF (TNFSF2)
et de I'INFy sur la morphogenése et la perméabilité de I'épithélium intestinal. Leur travail a
révélé des différences dans la réponse aux stimuli en utilisant un modéle 3D, et a montré que
I'apoptose est un mécanisme important dans l'augmentation de la perméabilité aprés la
stimulation avec le TNF. lls ont également montré que cette cytokine pro-inflammatoire inhibe la
morphogenése épithéliale intestinale normale entrainant la formation de monocouches
«perméables» dans le cas du modéle 3D avec des cellules T84 (K. Juuti-Uusitalo et al. 2011).

Au vu de la littérature, la plupart de ces modeles 3D et dispositifs micro-fluidiques ont été
appliqués dans le domaine pharmaceutique en mettant 'accent sur la toxicologie et le criblage
des médicaments. Par exemple, Leonard et al. (2010, 2012) ont établi un modéle 3D d’intestin
inflammé utilisant la lignée Caco-2 (C2Bbe1) et les PBMC en tant que cellules immunitaires
enrobées par une couche de collagéne. Le modéle a été utilisé pour évaluer I'efficacité de
différentes formulations d'un médicament anti-inflammatoire (budésonide) utilisé dans le
traitement des maladies inflammatoires chroniques de lintestin. Leurs résultats montrent la
capacité du modéle a différencier I'efficacité thérapeutique entre différentes formulations tout en
représentant de maniére adéquate les modifications physiopathologiques complexes observées
in vivo (Leonard, Collnot, et Lehr 2010; Leonard et al. 2012). Li et al. (2013) ont également
développé un modele intestinal 3D impliquant des cellules intestinales (Caco-2, HT29MTX), des
cellules de type fibroblastes (MEFs,P0) et des cellules de type macrophages (THP-1) enrobées
par une matrice de collagéne, afin d'étudier I'absorption de médicaments. Les auteurs ont
conclu que leur modéle imite plus étroitement la couche épithéliale intestinale native. lls ont
également démontré une corrélation améliorée entre la perméabilité a I'absorption a travers le
modeéle de co-culture 3D et la fraction absorbée dans lintestin humain dans le cas de
médicaments modérément et fortement perméables (Li et al. 2013).

Plus récemment, Wu et al. (2017) ont évalué la toxicité et les effets inflammatoires des
nanoparticules de ZnO (NP ZnO) a l'aide de modéles de culture cellulaire 2D et 3D utilisant les
cellules Caco-2. Leurs résultats ont montré que les NP ZnO induisaient une réponse
inflammatoire chronique dans la culture cellulaire 2D et une réponse inflammatoire aigué dans
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la culture cellulaire 3D, indiquant que l'organisation de I'espace cellulaire a un impact important
sur les réponses cellulaires (Z. Wu et al. 2017). Méme si, actuellement, la plupart des
recherches utilisant des modeles 3D ont des objectifs pharmaceutiques, de tels modéles
pourraient étre utilisés dans le domaine de l'alimentation pour étudier l'absorption et les
propriétés antioxydants et / ou anti-inflammatoires de composés alimentaires bioactifs lors de
linflammation intestinale.

Pour aller encore plus loin dans la modélisation, des modeéles plus complexes ont été
développés. Ces dispositifs micro-fluidiques souvent appelés « organs-on-chips » or
« biochips » ont pour objectif de fournir un microenvironnement cellulaire qui rapproche les
conditions in vitro a la réalité physiologique de I'organisation et des propriétés dynamiques des
tissus. Le développement de ces « biochips », passant de cultures statiques a cultures
fluidiques, ouvre de nouvelles opportunités pour comprendre les interactions au niveau des
organes. Dans le domaine de I'alimentation, ils pourraient étre utilisés pour étudier I'absorption
des nutriments et I'impact des composants alimentaires sur la modulation de I'immunité. Par
exemple, une nouvelle plate-forme micro-fluidique intégrée, appelée « Nutrichip », a été
développée pour étudier le potentiel de la fonction immunomodulatrice des produits laitiers
(Ramadan et al. 2013; Vergéres et al. 2012). Ce systéme consiste en une monocouche de
cellules épithéliales interagissant avec des cellules immunitaires montées sur un dispositif
porte-puce. Différents micro-canaux de perfusion permettent un flux de fluide radial uniforme du
milieu de culture ou encore un stimulus inflammatoire ou un digestat. La production de
cytokines est quantifiée a l'aide d’'un dosage immunomagnétique sur puce. Plus récemment, un
modeéle de co-culture miniaturisé similaire  Caco-2 / U937 a été utilisé pour caractériser la
perturbation des TJs et la modulation de la réponse immunitaire au niveau intestinal (Ramadan
et Jing 2016).

Des recherches supplémentaires sont encore nécessaires pour controler complétement
toutes les fonctionnalités des modéles (Pampaloni, Reynaud, et Stelzer 2007; Ravi et al. 2015).
Par exemple, la composition et la rigidité de la MEC (Langhans 2018; Wallace et Rosenblatt
2003), les échanges gazeux, le contréle des signaux chimiques et mécaniques et les flux
interstitiels ont un impact crucial sur le comportement et les réponses des cellules (Griffith et
Swartz 2006). L'utilisation de ce type de modéles présente d’autres défis associés, notamment
l'impact de la densité d'ensemencement sur la réponse et le développement des cellules,
comme cela a été démontré pour d'autres types de tissus (Dvir-Ginzberg et al. 2003; Holy,
Shoichet, et Davies 2000; Ohnuma, Arkin, et Holland 1986; Watt 1988). L'optimisation de ces
modéles est donc nécessaire pour pouvoir mieux corréler les résultats des modéles 3D et ceux
obtenus in vivo.

Enfin, il convient de souligner que les avancées récentes en matiére de méthodes de
culture de cellules souches épithéliales intestinales humaines, telles que la découverte des
facteurs de croissance nécessaires a 'homéostasie des cellules souches, ont permis la création
de systemes de culture a long terme : les organoides intestinaux humains (HIO) et entéroides /
colonoides (HIE). Ces modéles ex vivo et in vitro reproduisent les caractéristiques
physiologiques de l'intestin humain in vivo (Zachos et al. 2015). Les HIOs sont établies in vitro a
I'aide de cellules souches pluripotentes induites (iPSCs) ou de cellules souches embryonnaires
(ESCs) (Spence et al. 2011; McCracken et al. 2011). Les HIEs sont développés a partir de
cellules souches/cryptes dissociées de tissus intestinaux (Sato et al. 2011; Saxena et al. 2015).
Contrairement a dautres techniques de culture qui contiennent des cellules d'origine
mésenchymateuse, les HIEs permettent I'étude de cellules épithéliales isolées (VanDussen et
al. 2014). Les modéles d’HIEs sont cultivés en monocouches ou en formes 3D (sphéroides) en
utilisant du « Matrigel® » comme MEC (VanDussen et al. 2014; Costantini et al. 2018). Ces
modeles comprennent plusieurs types de cellules différenciées (entérocytes, cellules
caliciformes, cellules entéroendocrines et cellules de Paneth) et pourraient étre établis a partir
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de différents segments de l'intestin, ce qui pourrait aider 8 mieux comprendre les fonctions de
régions spécifiques (Middendorp et al. 2014). Les modéles d'HIEs sont dérivés de tissus de
l'intestin gréle et du cdlon non transformés, établis a partir de biopsies des sujets (VanDussen
et al. 2014) ou de tissus intestinaux réséqués chirurgicalement (Sato et al. 2011). Cela pourrait
étre considéré comme un inconvénient en raison de problémes éthiques, mais cela pourrait
aussi étre envisagé comme un avantage, car cela pourrait simplifier I'é¢tude des variations
individuelles de la fonction épithéliale humaine. Cependant, les inconvénients de ce type de
systémes de culture cellulaire incluent le colt élevé (facteurs de croissance) et le fait qu'ils
nécessitent beaucoup de travail (Costantini et al. 2018).

Récemment, des chercheurs ont utilisé des modeéles HIE pour étudier les norovirus et les
rotavirus (propagation par des aliments / de I'eau) (Ettayebi et al. 2016; Saxena et al. 2015,
2017; Costantini et al. 2018). Ainsi, les organoides et les entéroides / colonoides pourraient étre
utiles dans d’autres secteurs de la recherche dans le domaine de 'alimentation et au-dela. Par
exemple, la possibilité de les co-cultiver avec des cellules immunitaires ou des micro-
organismes permettrait de générer des modeéles intestinaux plus complexes afin d'étudier
l'inflammation intestinale.

3. Composés bioactifs de I’alimentation : transport et potentiel antioxydant /
anti-inflammatoire dans les modeéles de culture cellulaire intestinale

Les composés bioactifs présents dans [Ialimentation présentent des avantages
intéressants pour la santé, notamment en raison de leur potentiel anti-inflammatoire et
antioxydant. Des modéles cellulaires intestinaux en mono- ou co-culture ont été alors utilisés
dans le but d’étudier ces propriétés ainsi que leur effet sur la perméabilité intestinale, sans
oublier leur absorption, transport et biodisponibilité.

Par exemple, des travaux ont été effectués en associant les cellules Caco-2 a la lignée
cellulaire RAW 264.7 pour étudier les effets anti-inflammatoires d’extraits naturels des plantes.
Une étude a mis en évidence les propriétés anti-inflammatoires d'un jus de fruit enrichi en
extrait d'écorce de pin, lesquelles diminuent aprés la digestion (Frontela-Saseta et al. 2013).
D’autres études ont montré que des extraits de fruits (par exemple de sureau) et de feuilles (par
exemple de bambou) régulaient a la baisse I'expression de génes codant pour des cytokines
pro-inflammatoires (IL-1B, IL-6, TNF-a) et d’enzymes liées a I'inflammation (iNOS, COX) (K.-M.
Kim et al. 2015; Olejnik et al. 2015).

Récemment, Kaulmann et al. (2016) ont associé deux lignées cellulaires intestinales
(Caco-2 / HT29 MTX) a des cellules THP-1 pour étudier la capacité anti-inflammatoire et anti-
oxydante de digestats de prunes et de choux. Leurs résultats ont révélé une réduction de
certains marqueurs d’inflammation (IL-6, IL-8 et NF-kB) et de stress oxydant (Nrf2), bien que les
effets aient été modérés et ne puissent pas étre attribués aux choux ou aux prunes ou encore
aux polyphénols ou aux caroténoides présents dans ces aliments (Kaulmann, Legay, et al.
2016).

3.1. Cas des polyphénols

Ainsi, les effets santé possibles des polyphénols ont largement été étudiés dans des
modéles cellulaires. Par exemple, Kosinska et Andlauer (2012) ont étudié les flavan-3-ols d’'un
extrait purifié de cacao en poudre et ont montré que ces flavonoides pourraient augmenter la
perméabilité de la monocouche de Caco-2 sans effet nocif sur les cellules, augmentant ainsi la
biodisponibilité des flavan-3-ols (Kosinska et Andlauer 2012). Denis et al. (2015) ont également
démontré la capacité des fractions phénoliques issus de canneberge a réduire le stress oxydant
intestinal et I'inflammation tout en améliorant le dysfonctionnement mitochondrial en utilisant le
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clone cellulaire Caco-2/15 comme modéle (Denis et al. 2015). De méme, les résultats obtenus
par Bitzer et al. (2015) dans une étude utilisant les lignées cellulaires Caco-2 et HT29
suggeérent que les procyanidines polymériques de cacao de haut poids moléculaire sont trés
efficaces pour préserver lintégrité de la membrane (dans les cellules Caco-2) et réduire les
marqueurs inflammatoires tels que I'lL-8 (dans les cellules HT29) (Bitzer et al. 2015). Plus
récemment, Martins et al. (2017) ont publié une étude sur les effets antioxydants et anti-
inflammatoires du marc de raisin, lequel est riche en polyphénols polymériques et
glycosidiques. Ces auteurs ont montré une réduction de la production de marqueurs
inflammatoires (IL-8, PGE2) par les cellules Caco-2 stimulées par I'lL-13 aprés I'addition de
tannase (tanin acyl hydrolase) aux cultures, suggérant une amélioration des activités
antioxydantes et anti-inflammatoires des extraits de polyphénols de marc de raisin (Martins et
al. 2017).

De la méme facon, l'effet positif du kaempférol sur l'intégrité des jonctions serrées de la
barriére a été étudié en utilisant des cellules Caco-2/HTB-37 mettant en évidence une
amelioration de l'assemblage des protéines des jonctions serrées aprés administration de
flavonoides (T. Suzuki, Tanabe, et Hara 2011). Rodriguez-Ramiro et al. (2013) ont étudié le
mécanisme moléculaire lié a I'activité anti-inflammatoire des polyphénols et ont conclu que les
polyphénols de cacao régulent efficacement la diminution de taux de marqueurs inflammatoires
in vitro (cellules Caco-2) et in vivo (modéle de rat) (Rodriguez-Ramiro et al. 2013). Un
concentré riche en flavonoides provenant du jus d’'une espéce de cactus (Opuntia ficus indica)
a été évalué par Matias et al. (2014) et leurs résultats ont montré que la co-incubation du
concentré avec un inducteur de stress atténuait considérablement la production de radicaux
libres par rapport a la pré-incubation. Ceci suggére que certains des composés principaux
présents dans le concentré, par exemple, les dérivés d'isorhamnétines qui présentent une faible
biodisponibilité inhibent la formation d'espéces réactives de I'oxygene (ROS) dans
I'environnement des cellules intestinales épithéliales. Une réponse positive similaire concernant
I'activité inflammatoire a été aussi observée pendant la co-incubation (Matias et al. 2014).
Toutes ces études in vitro démontrent le potentiel antioxydant et anti-inflammatoire des
polyphénols habituellement présents dans les fruits et légumes.

3.2. Cas des caroténoides

Le transport (During et al. 2002; Reboul et al. 2005; Ferruzzi et al. 2006; Dhuique-Mayer
et al. 2007; During et Harrison 2007; Failla, Chitchumroonchokchai, et Ishida 2008; Reboul et
Borel 2011; Reboul 2013; Failla et al. 2014) et l'effet anti-inflammatoire (Kaulmann et al. 2012)
des caroténoides ont également été étudiés a I'aide de modéles de culture cellulaire. Kaulmann
et al. (2012) ont étudié l'effet anti-inflammatoire de lycopéne et du [-caroténe a des
concentrations observables dans l'alimentation (10—-25 mg/ml) en utilisant la lignée Caco-2
comme modele. Leurs résultats ont montré que ces deux caroténoides sous leur forme isolée
n‘avaient pas d’effet anti-inflammatoire sur les marqueurs mesurés (IL-8, COS-2, NF-kB). Par
contre, ils ont observé grace a des analyses protéomiques des changements dans la régulation
de quinze protéines impliquées dans des mécanismes antioxydants (par exemple, glutathione
S-transferase A1) lors que les cellules étaient exposées au B-caroténe (Kaulmann et al. 2012).
De la méme facon, la lignée cellulaire Caco-2 a été associée aux cellules THP-1 pour étudier
les effets du lycopéne, un caroténoide présent dans les fruits rouges et légumes, sur des cibles
pro-inflammatoires. Les auteurs de cette étude ont constaté qu'une faible concentration (2 pM)
de lycopéne renforgait I'expression génique pro-inflammatoire dans les cellules THP-1, alors
que des concentrations plus élevées (5-20 pM) avaient un effet anti-inflammatoire avec une
diminution des ROS (Makon-Sébastien et al. 2014).
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Toutefois, d’aprés la littérature, la B-cryptoxanthine (BCX), caroténoide pro-vitaminique A
le plus présent dans la mandarine et 'orange (Lin et Chen 1994; Dhuique-Mayer et al. 2005;
Giuffrida et al. 2006) et présentant un effet antioxydant connu (Lorenzo et al. 2009; Navarro et
al. 2011; Chisté et al. 2014) ainsi qu’un effet préventif du cancer de cblon (Narisawa et al. 1999;
Tanaka et al. 2012; Cilla et al. 2015) a treés peu été étudiée sur modéle in vitro. O’Sullivan et al.
ont fait une comparaison de l'absorption et sécrétion de différents caroténoides, y compris la
BCX sur des cellules Caco-2 montrant que la BCX présentait le plus faible pourcentage
d’absorption et sécrétion parmi les xanthophylles étudiés (O’Sullivan, Ryan, et O’Brien 2007).
Dhuique-Mayer et al. (2007) ont utilisé le clon TC7 de la lignée Caco-2 pour évaluer I'absorption
de la BCX et ses formes estérifiées et leurs résultats montrent une meilleur absorption de la
forme libre de la BCX par rapport aux formes estérifiées (Dhuique-Mayer et al. 2007). Des
travaux pour étudier la capacité de la BCX a protéger des dommages causés par I'oxydation de
I'ADN (Lorenzo et al. 2009) et I'effet de la BCX sur la prolifération cellulaire (Cilla et al. 2015)
ont été aussi réalisés en utilisant le modéle Caco-2. Lorenzo et al. (2009) ont trouvé un effet
protecteur de la BCX sur les dommages induits sur ’ADN par H,O, ou par la lumiére visible en
présence d’'un photosensibilisateur dans les cellules en plus d’accélérer la réparation de 'ADN
endommageé (Lorenzo et al. 2009). Dans une autre étude, Cilla et al. (2015) ont montré I'activité
antiproliférative de la BCX par la voie mitochondriale de I'apoptose (Cilla et al. 2015). L’effet
préventive de la BCX envers le cancer pourrait alors étre liée aux effets de la BCX sur la
réparation de ’ADN et a ses propriétés antioxydantes.

Ainsi, les monocultures cellulaires ont été largement utilisées pour évaluer la modulation
de la réponse immunitaire, les effets antioxydants et anti-inflammatoires de différents
composants des végétaux mais également d’autres produits naturels tels que les lipides du lait
maternel ou Il'acide phytique (Barrera et Sanchez 2015; Hollebeeck et al. 2012; Kang et al.
2009; Sergent et al. 2010; Weglarz et al. 2006; Wojtal et al. 2013; Xu et al. 2012). Shimizu et al
(2010) ont décrit et examiné dans une revue générale les différentes études sur l'interaction des
composants alimentaires avec I'épithélium intestinal en utilisant la lignée Caco-2 comme
modele cellulaire en particulier les voies de transport, la modulation des fonctions des
transporteurs, la perméabilité des jonctions serrées et la régulation du systéme immunitaire
(Shimizu 2010).

Il convient également de souligner que les additifs alimentaires, les adjuvants ou les
matrices alimentaires peuvent influencer le transport intestinal et la biodisponibilité de ces
composés bioactifs (Nerurkar, Burton, et Borchardt 1996) ou avoir une influence directe sur la
fonction intestinale (Jiang 2013). Récemment, Lefebvre et al (2015) ont examiné les études sur
l'interaction des nanomatériaux utilisés dans l'industrie alimentaire avec des modéles
intestinaux, y compris les cultures cellulaires (Lefebvre et al. 2015). La migration des matériaux
en contact avec les aliments tels que les nanoparticules d'argent (AgNPs) provenant des
ustensiles et des récipients de stockage ainsi que de leur impact sur la perméabilité intestinale
ont été étudié, a l'aide de la lignée cellulaire T84. Ces auteurs ont conclu que les AgNPs de
petite taille pouvaient augmenter la perméabilité intestinale, méme en absence d'effets toxiques
sur les cellules (Williams et al. 2016). Ces modeles en monoculture présentent des limites et
restent éloignés de la complexité de lintestin. Pour autant, il n’existe que trés peu d’études a ce
jour utilisant des modéles in vitro plus complexes, de co-culture cellulaire en 2D ou 3D pour
évaluer le potentiel des composés bioactifs sur la santé.
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1. Culture cellulaire

1.1. Lignées cellulaires et conditions de culture

Trois lignées cellulaires ont été utilisées lors des expériences, deux lignées intestinales
adhérentes (Caco-2 TC7, HT29MTX) et une lignée de cellules immunitaires de type
macrophage (THP-1). Les réactifs utilisés pour la culture cellulaire ont été acheté chez Thermo
Scientific™(Waltham, USA).

Le clone TC7 (ATTC-HTB-37) de la lignée parentale Caco-2 isolée par Fogh (Fogh et
Trempe 1975) nous a été généreusement fourni par Monique Rousset (Université de Nancy,
France). La lignée HT29MTX (HT29-MTX 10-6) provient du Biobank CelluloNet BB-0033-00072
qui appartient a 'TUMS3444/US8/SFR Biosciences, Paris.

Les lignées adhérentes ont été maintenues en culture dans des flacons en plastique de
75 cm? (Falcon™) et incubées & 37 °C sous atmosphére régulée a 5% CO,/ 95% air. Les
cellules ont été cultivées dans du milieu de culture DMEM-GlutaMAX™, enrichi avec 1%
d’AANE, 10% de SVF décomplémenté par la chaleur (30 min, 65°C), 1% d'un mélange de
pénicilline et streptomycine (10 000 U / mL-10mg / mL) et changé toutes les 48h. Lorsque les
cellules ont atteint 80% de confluence, elles ont été trypsinées par traitement avec une solution
a4 0,05% de trypsine et 1mM EDTA aprés lavage avec du DPBS (Ca* [-] Mg* []) et
réensemencées dans de nouveaux flacons, chaque trypsinisation définissant un passage. Pour
les expériences, les Caco-2 TC7 ont été utilisées a des passages compris entre 45 et 71 et les
HT29MTX entre 23 et 57.

La lignée des cellules immunitaires THP-1 (ATCC-TIB-202 ™) a été cultivée en
suspension (état de monocytes) dans du milieu RPMI-1640 enrichi avec 10% de SVF et 1% de
pénicilline et streptomycine (10 000 U / mL-10mg / mL) et maintenue a 37 °C sous atmosphére
régulée a 5% CO,/ 95% air. Le milieu a été renouvelé 1-2 fois par semaine. Pour les
expériences, les THP-1 ont été utilisées aprés différenciation en macrophages, qui vont alors
adhérer au support, aprés exposition a du PMA (conditions détaillées ultérieurement).

1.2. Essais préliminaires pour la mise au point des conditions du modéle
de tri-culture cellulaire

L’objectif de ce travail a donc été de mettre au point un modéle de co-culture cellulaire en
état d’inflammation. La mise au point des différentes conditions de co-culture a été faite en
plusieurs étapes, de la monoculture en passant par la biculture jusqu’a arriver a la tri-culture. De
la méme facon, des expériences préliminaires ont été faites pour établir les conditions optimales
de stimulation pro-inflammatoire. Dans les prochains paragraphes je présenterai le déroulement
et les différentes conditions de ces expériences préliminaires pour terminer avec les conditions
de stimulation retenues et utilisées par la suite dans le modéle de tri-culture.

Pour toutes les expériences, les cellules intestinales ont été ensemencées et cultivées
dans du DMEM-GlutaMAX™ enrichi sur un systeme d’insert (ThinCert™) (12 ou 6 puits)
permettant d’avoir deux compartiments (apical et basal) séparés par une membrane poreuse
(Fig. 1A) sur laquelle les cellules adhérent et se différencient spontanément en entérocytes.
L’état de l'intégrité et I'étanchéité de la monocouche épithéliale ont été évalué par mesure de la
TEER tout au long de la culture, a chaque changement de milieu (tous les 2-3 jours).
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Dans le cas des THP-1, 'ensemencement a été réalisé dans des plaques de culture
cellulaire (24 ou 6 puits) et cultivées dans du RPMI 1640 (Fig.1B).

Compartiment

A apical (lumen) B

—

_~ Membrane poreuse

Caco-2TC7 |

Compartiment basal
(lamina propria)

Figure 1. Systemes de culture cellulaire. (A) Systéme de culture sur insert ThinCert™ utilisé pour les
cellules intestinales. (B) Puits utilisés pour la culture de cellules type-macrophage.

Monoculture THP-1

La premiére partie des expériences a été faite sur les monocultures de THP-1 afin de
réaliser des tests de stimulation pro-inflammatoire avec du LPS issu de E. coli O55 B5 (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA). Brievement, selon le protocole décrit sur la figure 2, les cellules ont été
ensemencées a une densité de 2,6 x10* ;é/cm2 dans du milieu RPMI 1640 contenant 200nM de
PMA (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA) lequel induit leur différenciation en macrophages
(Takashiba et al. 1999). Une fois différenciées et adhérées et suite a deux lavages avec du
DPBS (Ca*? [+] Mg*? [+]) et 1% de SVF, les cellules ont été soumises au LPS et les surnageants
récupérés pour dosage de cytokines pro-inflammatoires produites. Plusieurs conditions
expérimentales ont alors été testées (voir tableau 1), telles que la composition du milieu de
culture, le temps de différenciation, de repos ainsi que la concentration de LPS et son temps
d’exposition.

Différenciation Stimulation
SVF Repos
PMA LPS
Sans 24h /,/" Oh | 10ng/mL | 4h
e e 100 ng/mL |/
- e 1//
Avec o 48h L 24h 1 pug/mL o7 24h

Tableau 1. Conditions de culture et de stimulation pour les essais préliminaires sur les THP-1.

PMA
200 nM

q
| [1®_. H_.

i — Lavages
THP-1 g Dosage cytokines

Repos
Ensemencement Différentiation Stimulation (ELISA)

2,6x10%¢2 /cm?

-80°C

Figure 2. Protocole expérimental de stimulation inflammatoire en monocultures de THP-1.
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Association en co-culture Caco-2 TC7 /| THP-1

Ensuite, des expériences d’induction de [linflammation de la co-culture des
Caco-2 TC7 / THP-1 ont été réalisées, les THP-1 dans le milieu basal représente le systeme
immunitaire présent dans la lamina propria. Pour cela, les Caco-2 ont été cultivées jusqu’a
différenciation sur des inserts. 14 jours aprés I'ensemencement, les inserts ont été transférés
dans les puits contenant les THP-1 préalablement différenciées (Fig. 3) et rincées avec du
DPBS (Ca*? [+] Mg*? [+]) contenant 1% de SVF. Suite au transfert, les cellules en co-culture sont
restées au repos 24h dans leur compartiment respectif séparés par la membrane poreuse pour
ensuite étre stimulées avec 1ug / mL de LPS pendant 4 ou 24h avec une stimulation du coté
apical et/ou basal. A l'issue de I'étape de stimulation, les surnageants ont été récupérés pour
dosage des cytokines produites et évaluation de la cytotoxicité.

LPS
1 pg/mL "
Stimulation “/
” Caco-2/ TC7 ‘ H H S ' .-- 4h/ 24h %
S u """" G N\ -80°C
Ensemencement Differentiation ) M. Apical
J1 J3 J13 J14 M. Basal
‘ _____ Confluence | _ _ _ _ _ _ + ¥ Qif_fézegt1_6e_51
TEER
|‘ ““““ ‘ TEER
LDH
J1 24h Co-culture Dosage cytokines
Ensemencement Différentiées
(PMA) 24 h repos

| THP-1 |
B

Figure 3. Protocole expérimental de stimulation inflammatoire en co-culture Caco-2 TC7 / THP-1.

Association en co-culture Caco-2 TC7 /| HT29 MTX

En paralléle et pour la caractérisation de la couche de mucus des expériences avec une
biculture Caco-2 TC7/HT29MTX ont été réalisées. Pour ces bicultures, les deux lignées
cellulaires ont été ensemencées sur des membranes a différents ratios (7 :3, 8 :2 et 9:1) a une
densité de 10°¢/cm? (Fig. 4) et différenciées. Pour les expériences avec stimulation (histochimie
et immunofluorescence) les conditions utilisées ont été 18h d’incubation avec un cocktail de
LPS/IFNy (50ng/mL — 5ng/mL). La présence de mucus a alors été caractérisée par différentes
méthodes de coloration et d’immunofluorescence décrites ultérieurement.

H Caco-2/TC7
| HT-29 MTX | e —
e
- Ensemencement Cellules différentiées

Co-culture

\

Caractérisation

Coloration “*~ COUCheémUCUS ™ Immunofluorescence

Histochimie

Figure 4. Protocole expérimentale de biculture Caco-2 TC7 / HT29MTX.
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1.3. Mise en place du modéle de tri-culture Caco-2 TC7 / HT29MTX / THP-1
en état d’inflammation

Suite a ces essais préliminaires et aux résultats obtenus, un modéle de tri-culture utilisant
les trois lignées cellulaires, Caco-2 TC7, HT29MTX et THP-1 a été mis en place pour déterminer
les conditions finales de culture et de stimulation que I'on utilisera par la suite. L’ajout des HT29
MTX en co-culture avec les Caco-2 TC7 permet de se rapprocher des conditions physiologiques
de I'épithélium intestinal par la présence d’entérocytes (Caco-2 TC7) et de cellules caliciformes
(HT29MTX) productrices de mucus.

La mise au point du modéle de ftri-culture s’est appuyé sur le choix des conditions
expérimentales suivantes (préalablement définies) et résumées dans le tableau 2 :

O Ensemencement de cellules intestinales en co-culture (DMEM GlutaMAX™ enrichi)
avec un ratio 9:1 (Caco-2 TC7 : HT29MTX) & une densité de10° ¢ / cm? sur des
inserts 6 puits (ThinCert™) et différenciation pendant 16 jours.

O Ensemencement de THP-1 dans des plaques (6 puits) & une densité de 2,6 x10*
¢/cm? dans du RPMI 1640 et incubation pendant 24h avec 200nM de PMA pour
déclencher la différenciation en macrophages.

O Le stimulus utilisé pour l'induction de linflammation a été un mélange LPS-INFy
(Thermo Scientific™, Waltham, USA) a deux doses: 50ng/mL-5ng/mL et
1ug/mL-50ng/mL, respectivement, appliqué dans les deux compartiments
simultanément pendant une période de 18h. Pour des raisons de commodité de
langage et de compréhension nous avons choisi de nommer ces deux doses,
respectivement stimulation faible et stimulation forte, dans le reste du manuscrit.

O La dexaméthasone, un corticostéroide puissant frequemment employé comme
médicament anti-inflammatoire a été utilisé en tant que contrble positif a une
concentration de 10uM.

. o i L . Lo Stimulation
Incubation Lignée cellulaire Densité Différentiation Repos
LPS-IFNy
37 Caco-2 TC7 /HT29MTX | (9:1) 10° g/fcm? 16 jours 18h
5% CO 2ah Apical et basal
2 CO, 24h ibla -
4 2 Faible : 50ng/mL-5ng/mL

95% air THP-1 2,6x10° gfem PMA 200nM g/mi-sne/

Forte : 1pg/mL-50ng/mL

Tableau 2. Conditions de culture et de stimulation du modele de tri-culture.

Le protocole expérimental est alors résumé dans la figure 5 et décrit ci-dessous :

Les cellules intestinales sont ensemencées a J1 sur des inserts 6 puits et maintenues en
culture jusqu’a leur différenciation et I'étanchéité de la monocouche (J16) est contrblée par
mesure de la TEER a chaque changement de milieu. En paralléle, a J13, 24h avant la mise en
co-culture des cellules, les THP-1 sont ensemencées dans des puits a part et différenciées en
présence du PMA pendant 24h. A J14 les cellules différenciées en macrophages sont alors
rincées avec du DPBS (Ca* [+] Mg*? [+]) @ 1% de SVF avant le transfert des inserts sur les
puits contenant les macrophages. A partir de ce moment seul du DMEM GlutaMAX™ enrichi
sera utilisé dans les deux compartiments pour le reste de I'expérience. Aprés 24h de repos
(J15), le milieu est renouvelé, le stimulus pro-inflammatoire est ajouté et aprés 18h d’incubation,
les surnageants apicaux et basaux ainsi que les cellules sont récupérées pour des dosages
ultérieurs.
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Caco-2 TC7

HT29-MTX

J1
Ensemencement
THP-1
3
Confluence (\
PMA
(200nM)
Ensemencement
Cellules intestinales Macrophages
différenciées ' ' différenciés
Co-culture
24 h repos
Stimulation
115 inflammatoire LPS
IFNy )
18h (1 pg/mL, C. Apical
50 ng/ mL)
C. Basal
& " Prélevements
J16 LDH ‘ % M. Basal
Dosage cytokines @ M. Apical

(ELISA, RT- qPCR)

Lysat cellulaire

J12

13

J15

J16

Figure 5. Protocole expérimental de stimulation inflammatoire du modéle de tri-culture.
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2. Caractérisation de la couche de mucus

2.1. Coloration du mucus au bleu Alcian

Pour la coloration de la couche de mucus, une solution de bleu Alcian dans de l'acide
acétique a 3% a été ajoutée sur les monocouches cellulaires différenciées. Aprés 30 minutes
d’incubation a température ambiante, les cellules ont été rincées au DPBS (Ca*? [-] Mg*? [-]).
Ensuite, I'activité de la phosphatase alcaline, enzyme produite uniquement par les Caco-2 TC7,
a été mise en évidence par une coloration avec du Fast Red (SIGMAFAST™ Fast Red
TR/Naphthol AS-MX Tablets, St. Louis, USA) en suivant les instructions du fournisseur, a
température ambiante et jusqu’a apparition de la couleur. La réaction a été stoppée avec de
'eau et les échantillons ont été regardés au microscope optique inversé (Nikon Eclipse TE 200,
Minato, Tokyo, Japan).

2.2. Coloration histochimique du mucus

Afin de mettre en évidence la couche de mucus apicale, nous avons testé plusieurs
méthodes de coloration et retenu les trois colorations décrites ci-dessous.

Coloration au bleu Alcian et coloration au rouge de ruthénium

,,,,,

(4°C) de DPBS (Ca* [-] Mg*? [-]) contenant 4% de saccharose et 3% d’acide acétique afin de
préserver le mucus pendant les traitements. Ensuite, les cellules ont été fixées avec le fixateur
Carnoy (60% méthanol anhydre, 30% chloroforme, 10% acide acétique) pendant 15 min. Aprés
fixation, les cellules ont été rincées délicatement plusieurs fois, puis réhydratées pendant 1 h a
température ambiante avec la solution froide de DPBS a 4% de saccharose et 3% d’acide
acétique puis colorées au bleu Alcian ou réhydratées pendant 1 h a température ambiante avec
une solution froide de DPBS a 4% de saccharose et colorées au rouge de ruthénium. Dans le
cas du bleu Alcian, elles ont été incubées pendant 1 h avec une solution de DPBS a pH 2,5
contenant 3 % d’acide acétique et 1 % de bleu Alcian (Sigma-Aldrich, St. Louis, USA). Pour la
coloration au rouge de ruthénium, les cellules ont été incubées pendant 2 h dans une solution
de DPBS contenant 1 % de rouge de ruthénium (Electron Microscopy Sciences, Hatfield,USA) .

Aprés plusieurs lavages avec une solution froide a 4% de saccharose et 3% d’acide
acétique pour la coloration au bleu Alcian et avec une solution froide de DPBS a 4% de
saccharose pour la coloration au rouge de ruthénium, les membranes de PET (ThinCert™) ont
été dissociées du support plastique et découpées avant d’étre intégrées dans du DPBS-Agarose
2,5%.

Postérieurement, les morceaux d’agarose contenant les membranes ont été déshydratés
par des bains successifs avec de I'éthanol a concentration croissante et inclus dans une résine
Technovit 7100 (HeraeusKulzerGmbH, Wehrheim, Germany) polymérisant a froid. Aprés 12
heures de durcissement, les blocs ainsi obtenus ont été montés sur des plots a l'aide d’une
seconde résine Technovit 3040 (HeraeusKulzerGmbH, Wehrheim, Germany) a prise rapide
assurant I'adhésion entre les deux éléments.

Finalement, des coupes d’échantillons, d’'une épaisseur de 4 um, ont été obtenues a l'aide
d’'un microtome Microm HM355S (Thermo Scientific™, Waltham, USA). Ces dernieres ont
ensuite été déposées sur lame, séchées puis finalement montées avec du milieu Isomount 2000
Q Path® (VWR international, Radnor, USA) et recouvertes avec des lamelles de 0,15 mm
d’épaisseur.
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Coloration Periodic Acid Schiff / Nuclear Fast Red

Aprés différenciation, les cellules ont été fixées avec le fixateur Carnoy (60% méthanol
anhydre, 30% chloroforme, 10% acide acétique) pendant 15 min. Par la suite, les monocouches
cellulaires ont été rincées délicatement avec une solution froide (4°C) de DPBS (Ca+2 [-] Mg+2
[-]) contenant 4% de saccharose et 3% d’acide acétique afin de préserver le mucus pendant les
traitements. Aprés lavage avec la solution froide, les membranes de PET (ThinCert™) ont été
dissociées du support plastique et découpées avant d’étre enrobées dans du DPBS-Agarose
2,5%.

Postérieurement, les morceaux d’agarose contenant un morceau de membrane ont été
déshydratés par des bains successifs d’éthanol a concentration croissante puis inclus a froid
avec la résine Technovit 7100 (HeraeusKulzerGmbH, Wehrheim, Germany) polymérisant a
froid. Aprés 12 heures de durcissement, les blocs ainsi obtenus ont été montés sur des plots a
I'aide d’'une seconde résine Technovit 3040 (HeraeusKulzerGmbH, Wehrheim, Germany) a prise
rapide assurant 'adhésion entre les deux éléments.

Finalement, des coupes d’échantillons, d’'une épaisseur de 4 um, ont été obtenues a l'aide
d’'un microtome Microm HM355S (Thermo Scientific™, Waltham, USA). Ces derniéres ont
ensuite été déposées sur lame, séchées, puis oxydées 10 minutes a I'aide d’'une solution préte a
'emploi d’acide périodique Q-Path® (VWR chemicals, Radnor, USA). Aprés plusieurs ringages
successifs a I'eau milliQ, les glucides, dont les mucopolysaccharides, ont été colorés par
immersion de 30 min dans du réactif de schiff Q-Path® prét a 'emploi (VWR chemicals, Radnor,
USA). Par la suite deux bains de 5 min dans une solution de métabisulfite de sodium a 0,5 %
(Sigma-Aldrich, St. Louis, USA), suivis de plusieurs ringages successifs a I'eau milliQ furent
réalisés. Afin d’obtenir une meilleure visualisation des coupes, une contre coloration nucléaire
realisée pendant 1 h avec une solution de Nuclear Fast Red préte a I'emploi (Electron
Microscopy Sciences, Hatfield,USA) fut effectuée.

Une fois les lames rincées a plusieurs reprises a I'eau milliQ, celles-ci furent séchées et
montées avec du milieu Isomount 2000 Q Path® (VWR international, Radnor, USA) et
recouvertes avec des lamelles de 0,15 mm d’épaisseur.

3. Cytotoxicité cellulaire par mesure de la LDH

La viabilité cellulaire a été évaluée par la mesure de 'activité de la lactate déshydrogénase
(LDH), enzyme normalement présente dans le cytoplasme cellulaire et libérée dans le milieu
apical lors que la membrane cellulaire est endommagée. Un kit colorimétrique (Sigma-Aldrich,
St. Louis, USA) a été utilisé pour réaliser les mesures de I'activité de la LDH en suivant les
instructions du fabricant.

4. Evaluation de la perméabilité intestinale

4.1. Mesure de la résistance électrique transépithéliale (TEER)

Pour vérifier la perméabilité et évaluer l'intégrité de la monocouche cellulaire dans les
mono- et bicultures de cellules intestinales, la TEER a été mesurée tout au long des cultures,
aprés chaque changement du milieu (2-3 fois par semaine), et a l'issue des expériences. Les
mesures ont été faites a température ambiante pour éviter des variations de mesures d’aprés la
littérature (Blume et al. 2010) et le guide d’utilisation du voltmétre/ohmmetre Millicell®-ERS-2
utilisé.
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4.2. Transport du rouge de phénol

Pour I'évaluation de l'intégrité des jonctions serrées qui régulent le transport paracellulaire,
le passage du rouge de phénol a été mesuré. A la fin des expériences de stimulation pro-
inflammatoire, les cellules ont été incubées pendant 1h ou 4h a 37°C avec 1 ml d’une solution
de rouge de phénol 1mM dans du HEPES 20mM (pH 7,4) au niveau apical et 1mL de HEPES
20mM sans rouge de phénol dans le compartiment basal. La présence de rouge de phénol dans
le surnageant basal a été alors mesurée par spectrophométrie colorimétrique a 560nm (TECAN
Infinite 200 Pro, Grodig, Autriche).

La perméabilité apparente (Papp) du rouge de phénol a été calculé selon la formule

Papp = R , ou C = concentration de rouge de phénol finale (mM), C, = concentration de
Cob t A

rouge de phénol initiale (mM), t = temps de diffusion (s), V = volume dans le compartiment basal
(mL) et A = surface de la membrane (cm?).

5. Marquage immunofluorescent du mucus et des jonctions serrées

A la fin de la stimulation du modéle de tri-culture, les monocouches cellulaires ont été
récupérées pour metire en évidence par immunofluorescence la présence de mucus et
d’éventuelles modifications structurelles des jonctions serrées. Pour ce faire, les cellules ont été
délicatement rincées avec une solution froide (4°C) de DPBS contenant 4% de saccharose et
3% d’acide acétique afin de préserver le mucus pendant les traitements. Par la suite ces
dernieres ont été fixées a température ambiante avec une solution de DPBS contenant 4 % de
saccharose et 4 % de para-formaldéhyde exempt de méthanol pendant 20 minutes puis
perméabilisées avec une solution de PBS-Triton X-100 0,1% pendant 3 minutes a température
ambiante.

Postérieurement, les cellules fixées ont été incubées 30 minutes a température ambiante
avec une solution réduisant drastiquement l'autofluorescence endogéne des cellules, I'lmage-
IT® Fx Signal Enhancer (CellSignaling Technology, Danvers, USA). Aprés trois nouveaux
ringages et saturation des sites aspécifiques a I'aide d’une solution DPBS/ Fish Gelatin Blocking
Agent 1X (Biotium, Fremont,USA) pendant 60 minutes, les cellules ont été incubées a 4°C
pendant la nuit dans un tampon spécifiquement congu pour la dilution d’anticorps en
immunofluorescence, BlockAid™ (Thermo Fisher Scientific, Waltham, USA). Ce tampon
contenait les anticorps primaires spécifiques pour la mucine MUC5AC, une des protéines
majoritaires constitutives de la couche de mucus de notre modele et pour les protéines ZO-1,
claudine et occludine qui font toutes les trois partie du complexe de jonction apical (tableau 3A).
Par la suite, les cellules ont été rincées trois fois avec du DPBS contenant Fish Gelatin Blocking
Agent 1X et incubées avec des anticorps couplés a des fluorophores Alexa, spécifiquement
dirigés contre les anticorps primaires (IgG) (tableau 3B) a 37°C pendant 1h. Aprés trois rincages
(DPBS-saccharose) les échantillons ont été incubés a I'abri de la lumiére pendant 15 minutes
dans du DPBS-saccharose-DAPI 3 ug / mL, étant un intercalant de 'ADN, qui permet donc de
mettre en évidence le noyau des cellules observées, puis rincées encore trois fois en PBS-
saccharose. Le liquide résiduel a été retiré par capillarité a I'aide de papier absorbant.

Finalement les membranes ont été retirées de leur support puis coupées en 4 morceaux
de taille équivalente pour étre ensuite montées a I'aide du milieu de montage Prologold™ Gold
antifade (Thermo Fisher Scientific,Waltham,USA) entre lame et lamelle (épaisseur 0,17 mm).
Ultérieurement, les observations ont été effectuées a I'aide d’'un microscope confocal (laser
scanning) 880 Multiphoton (Carl Zeiss MicroscopyGmbH, Jena, Germany).
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A - Anticorps primaires

Antigéne Nom Fournisseur Référence Type []travail
Occludine Anti-OCLN Atlas Antibodies HPADD5933 IgG polyclonale lapin 2 g/ mL
Claudine-1 " Anti-Claudin 1 Abcam ab15098 IgG polyclonale lapin 5pg/ mL

70-1 Anti-Z01 Abcam ab216880 1gG polyclonale lapin 2,5pg/ mL

Mucine 5AC Anti-Mucin 5AC [CLH2] Abcam ab77576 1sG1 monoclonale souris 3pg/ mL

B - Anticorps secondaires

lgG chaines H&L lapin | Anti-lapin Alexa Fluor 488 | ThermoFisher Scientific A-11008 1gG polyclonale chévre 4 pg f mL
IgG chaines H&L lapin | Anti-lapin Alexa Fluor 568 | ThermoFisher Scientific A-11036 1gG polyclonale chévre 4 pg/ mL
1gG chaines H&L souris| Anti-lapin Alexa Fluor 633 | ThermoFisher Scientific A-21052 1gG polyclonale chévre 4 pg/ mL

Tableau 3. Anticorps pour immunomarquage. Anticorps primaires (A) et anticorps secondaires (B) utilisés
pour le marquage immunofluorescent des protéines du mucus et des jonctions serrées.

6. Expression génique des marqueurs d’inflammation (RT-qPCR)

Suite aux expériences de stimulation, les cellules ont été récupérées pour en extraire les
ARN totaux dans le but de mesurer I'expression génique de plusieurs marqueurs d’inflammation.
Ainsi nous avons retenu trois cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-8), une cytokine
anti-inflammatoire  (IL-10), et deux enzymes aussi considérées comme marqueurs
d’inflammation, la cyclo-oxygénase (COX-2) et la forme inductible de I'oxyde nitrique synthase
(iNOS). COX-2 catalyse la réaction de production des prostanoides (prostaglandines et
thromboxanes) en réponse a un stimulus inflammatoire et I'INOS catalyse la réaction de
production de I'oxyde nitrique par les macrophages lors de I'inflammation.

Les ARN totaux des cellules ainsi récupérées ont été extrait a I'aide du kit NucleoSpin®
RNA/Protein (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Ces derniers ont été concentrés si besoin, a
'aide du kit NucleoSpin® RNA Clean-up XS (Macherey-Nagel, Hoerdt, France). Leur pureté a
été controlée par spectrométrie (NanoDrop™ One/One® Thermo Scientific™, Waltham, USA) et
pour une quantification plus fine, un dosage par fluorescence a été réalisé a l'aide du
fluorométre Qubit™ 4 (Invitrogen™, Carlsbas, USA) et du kit Qubit™ RNA BR Assay
(Invitrogen™, Carlsbas, USA). Ensuite 'ADNc a été synthétisé par retro-transcription avec 1 ug
d’ARN totaux a partir du kit LunaScript®RT SuperMix (New England Biolabs Inc., Ipswich, USA)
en suivant la procédure du fabricant. Les analyses en RT-gPCR ont été réalisées a l'aide du
thermocycleur LightCycler® 480 System en block 384 puits (Roche, Penzberg, Germany) sous
les conditions détaillées dans le tableau 4 avec 0,5 uL de produit de la retro-transcription dilué
préalablement (1/20) et 1 yL du master mix préparé avec le kit SensiFAST™ SYBR® No-ROX
(Bioline Meridian Bioscience, Cincinnati, USA) et contenant les amorces dessinées in silico avec
'application Primer Blast NCBI a des concentrations évaluées au préalable (tableau 5).
L’expression des ARN messagers (ARNm) a été quantifié par rapport a deux génes de ménage
inclus dans chaque série d’analyses (RPLPO et RPL37A pour Caco-2 TC7 et HT29MTX, RPLPO
et B-actine (ACTB) pour THP-1).
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Conditions RT-qPCR

45 cycles
Dissociation - 95°C 10 secondes
Hybridation - 64°C 10 secondes
Elongation - 72°C 10 secondes

Tableau 4. Conditions de la RT-qPCR pour la quantification d’ARN exprimé par les cellules.

Amorces qPCR
Efficacité de
i =3 de travail
Cible Sequence (5'->3) [1 PCR estimée
iINOS/NOS2 F- CCGAGGLAAACAGLACATTC 0,6 pM 1,95
R-CTGAGGGCTTTGCTGAGGTC
PTGS2/COX2 F-GCTGTTCCCACCCATGTCAA 0,4 uM 5
R- TTCCGGTGTTGAGCAGTTTTCT
F-TTCCCCAGGGACCTCTCTCT
TNF 0,4 pm 1,97
R-AGGGTITGCTACAACATGEGC
F- CCAGAGCTGTGCAGATGAGTACA
IL6 0,6 pM 1,97
R- GGCATTTGTGGTTGGGETCAGG
F- AGACAGCAGAGCACACAAGC
ILE 0,6 pMm 2
R - CACAGTGAGATGGTTCCTTCC
F-GGCGCTETCATCGATTTCTTC
IL10 0,4 pMm 1,36
R-CACTCATGGCTTTGTAGATGCC
F-TCTACAACCCTGAAGTGCTTGAT
RPLPO 0,4 pMm 2
R - CAATCTGCAGACAGACACTGG
F-TCTGTGGECAAAACCAAGATGAAGA
RPL3ITA 0,4 pMm 1,93
R-TTACCGTGACAGCGGAAGTG
F-GATCATTGCTCCTCCTGAGC
ACTB 0,4 pMm 1,87
R - CCGGACTCGTCATACTCCTG

Tableau 5. Couples d’amorces utilisés pour mesurer l'expression génique des marqueurs de

I'inflammation dans les cellules intestinales et immunitaires.

7. Quantification des cytokines pro-inflammatoires par ELISA

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules aprés
stimulation ont été mesurées dans les surnageants apicaux et/ou basaux récupérés apres les
expériences de stimulation et stockés a -80°C. La production des cytokines TNF-a et IL-6 a été
déterminée par la méthode immuno-enzymatique (ELISA) a l'aide des kits (ELISA-SET-Go)
préts a 'emploi (Invitrogen™, Carlsbas, USA) selon les instructions du fabricant. Pour I'll-8, un
kit ELISA (II-8/CXCL8 DuoSet) de R&D Systems® (Minneapolis, USA) a été utilisé en suivant

les instructions du fabricant.
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8. Interaction de la B-cryptoxanthine (BCX) avec le modéle in vitro
d’inflammation intestinale

La B-cryptoxanthine étant une molécule liposoluble, il est nécessaire de l'incorporer
préalablement dans des micelles pour qu’elle puisse étre absorbée par les cellules Caco-2 TC7.
Lors des expériences de transport, deux types de micelles ont été utilisés: des micelles
artificielles a base de Tween-40 et des micelles physiologiques. La concentration finale de BCX
a été choisie en fonction des doses physiologiques trouvées dans le duodénum aprés ingestion,
a savoir 20uM.

8.1. Préparation des micelles-BCX (artificielles et physiologiques)

8.1.1. Préparation des micelles Tween

Les micelles synthétiques utilisées pour réaliser les expériences de transport de la BCX
ont été synthétisées selon During, et al. 1998. Brievement, un volume (nécessaire pour obtenir
une concentration finale de 20uM) d’une solution de BCX préparée dans I'hexane a été déposé
dans un tube en verre contenant 100 uL d'une solution de Tween-40 solubilisé dans de
lacétone (20 %, p/v). Aprés évaporation des solvants sous azote, le résidu est solubilisé par
sonication dans 15mL de DMEM GlutaMAX™ sans SVF. Ensuite, du SVF est ajouté (10%) et la
solution est alors filtrée (filtre stérile 0,22um, Millipore). La solution doit étre translucide.

8.1.2. Préparation des micelles physiologiques

Les micelles physiologiques ont été préparées selon Dhuique-Mayer et al. 2013. Des
solutions stock de phosphatidylcholine, lysophosphatidylcholine, monooléine, cholestérol libre et
acide oléique ont été préparées dans du chloroforme-méthanol (2 : 1; v/v). Un volume approprié
de chacune des solutions est ajouté dans un tube en verre afin d’obtenir les concentrations
finales suivantes : 0,04 mM phosphatidylcholine, 0,16 mM lysophosphatidylcholine, 0,3 mM
monoolein, 0,1 mM cholestérol, 0,5 mM acide oléique, 20 uM BCX. La quantité de BCX ajoutée
correspond a une concentration théorique de 20uM. Les solvants sont évaporés sous azote et
les résidus sont solubilisés dans 15mL de DMEM GlutaMAX™ sans SVF contenant 1,3 mM de
taurocholate. Le tout est soniqué a I'aide d’'une sonde a ultrasons pendant 2-3 minutes. Ensuite,
10% de SVF a été ajouté et la solution filtrée (filtre stérile 0,22um, Millipore) afin d’obtenir une
solution optiquement claire. Afin de vérifier la concentration réelle en BCX de cette micelle, 0,5
ml sont prélevés, extraits et injectés en HPLC.

8.2. Interaction de la BCX avec le modeéle d’inflammation en tri-culture

Pour les expériences concernant l'interaction de la BCX avec le modeéle d’inflammation,
les cellules ont été ensemencées comme décrit précédemment pour le modéle de tri-culture
(Fig. 5). Aprés les 24h de repos de la tri-culture et 2h avant I'ajout du cocktail stimulant
(LPS/IFNy), le milieu apical a été remplacé par le milieu de culture contenant les micelles
préparées (artificielles ou physiologiques). Deux scénarios étaient possibles :

O Aprées 2 heures de contact avec les micelles-BCX, ajouter le stimulus
d’inflammation directement dans le milieu et incuber pendant 18h supplémentaires.
Temps total de contact BCX-cellules : 20h.

O Aprés 2 heures de contact avec les micelles-BCX, enlever le milieu (avec BCX) et
rajouter du milieu frais contenant uniquement le stimulus d’inflammation puis
incuber pendant 18h. Temps total de contact BCX-cellules : 2h.

MATERIEL ET METHODES 34



MATERIEL ET METHODES

Dans les deux cas, les surnageants et les cellules ont été récupérés aprés 18h de
stimulation inflammatoire pour les dosages ultérieurs des marqueurs d’inflammation (ELISA et
RT-gPCR), l'évaluation de la cytotoxicité et le transport de la BCX (HPLC) a travers la
monocouche épithéliale.

Dosage HPLC

Pour évaluer le transport de la BCX dans le modéle en état dinflammation, les
surnageants apicaux et basaux ainsi que les cellules intestinales ont été récupérées et la BCX
déterminée par HPLC.

Pour cela, des aliquotes (500uL) ont été extraites deux fois avec 2mL d’hexane en
présence de 500 pL d’éthanol contenant un standard interne (cantaxanthine 2mg / L. Aprés
centrifugation (500g, 5 min, température ambiante) les phases extraites obtenues sont
rassemblées et évaporées sous azote. Le résidu est dissous dans 100 yL de dichlorométhane-
méthanol (50 : 50 ; v/v). Les analyses de HPLC ont été réalisées selon Dhuique-Mayer et al
(2013) avec un systéme Agilent 1100 (Massy, France). La colonne utilisée est une C30
(250 x 4.6 mm; 5 ym) YMC (EUROP GMBH, Germany)). Les phases mobiles étaient : I'eau
ultrapure (éluant A), du méthanol (éluant B) et du méthyl-tert-butyl-éther (éluant C) selon un
gradient d’élution. Le débit a été fixé a 1mL / min, la température de la colonne a 25°C et le
volume d’injection a 60 yL. Un détecteur a barettes de diodes (DAD-Agilent 1100) a été utilisé
pour la détection des caroténoides aux différentes longueurs d’ondes. La quantification de la
BCX a été réalisée a 450nm grace a des courbes de calibration préparées avec de la BCX
étalon. Le taux d’absorption est calculé sur la base des quantités cellulaires et basales dosées
par rapport a la quantité initiale, c’est-a-dire apicales.

9. Analyse statistique

Pour la quantification des cytokines pro-inflammatoires et I'expression des ARNm, les
expériences ont été réalisées sur trois puits et le dosage a été fait en triplicata (n=9). En ce qui
concerne le passage du rouge de phénol et la mesure de I'activité de la LDH, les expériences
ont été réalisées sur trois puits et le dosage a été fait en duplicata (n=6). Les moyennes de ces
données ont été utilisées pour l'analyse de variance (ANOVA) effectué a l'aide du logiciel
StatGraphics Centurion 18 (Statpoint Technologies, Inc., Warrenton, Virginia.). Un niveau de
significativité de P<0,05 a été adopté pour toutes les comparaisons.
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1. Modeéle in vitro d’inflammation intestinale

1.1. Détermination des conditions optimales du développement du
modeéle

L’objectif de ce travail a été de mettre au point un modéle de co-culture cellulaire en état
d’'inflammation. La mise au point des différentes conditions de co-culture a été faite en plusieurs
étapes. Dans les prochains paragraphes je présenterai des résultats représentatifs de ces
expériences préliminaires qui ont permis de déterminer les différentes conditions utilisées par la
suite dans le modéle de tri-culture.

Monoculture THP-1

Les premiéres expériences ont été faites sur des monocultures de THP-1. Pour rappel, il
s’agit d’'une lignée cellulaire monocytaire capable de se différencier en cellules de type
macrophage aprés stimulation chimique (PMA). Lors de ces expériences préliminaires,
différentes conditions expérimentales ont été testées (voir Tableau 1 de Matériels et Méthodes).

En effet, la présence de sérum dans le milieu de culture peut avoir une influence dans le
métabolisme des THP-1 et nous avons observé que les cellules réagissaient mieux a la
stimulation avec une production plus importante de cytokines pro-inflammatoires lors qu’elles
étaient en présence de SVF (10%). Les deux temps de différenciation 24 ou 48h en présence
de PMA testés sur les THP-1 en monoculture ont montré des résultats favorables a une
réponse au LPS avec la production de TNF-a. D’apres la littérature, les THP-1 auraient besoin
d'une période de stabilisation du métabolisme aprés différenciation avant d’étre utilisées. Des
résultats d’expériences préliminaires ont montré qu’effectivement les cellules présentaient une
meilleure réponse au stimulus pro-inflammatoire (LPS) aprés avoir suivi une période de repos
de 24h suite a la différenciation.

La figure 6 présente les résultats représentatifs de ces expériences préliminaires montrant
la production de TNF-a aprés 4 et 24h de stimulation avec du LPS. Sur le graphique, nous
pouvons observer une forte production de cette cytokine pro-inflammatoire par rapport a des
cellules témoins non stimulées dans les deux temps de stimulation testés.
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Figure 6. Production de TNF-a par les THP-1 mesurée dans le surnageant. (A) Conditions de culture,
différenciation et stimulation des THP-1. Production de TNF-a aprés (B) 4h et (C) 24h de stimulation. Les
barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Association en co-culture Caco-2 TC7 /| THP-1

Suite aux expériences en monoculture de THP-1, ces cellules de type immunitaire ont été
associées en co-culture avec des Caco-2 TC7. Pour ces expériences d’induction de
l'inflammation, les mémes conditions de différenciation et stimulation utilisées pour les THP-1
ont été reproduites et des résultats représentatifs sont montrés dans la figure 7. Dans ces
expériences de mise au point de la co-culture, nous avons testé plusieurs types de stimulation,
a savoir soit dans le compartiment apical, soit dans le compartiment basal, soit dans les deux
simultanément.

Les graphiques montrent dans la colonne de gauche (A), la production des cytokines pro-
inflammatoires aprés 4 ou 24h par les cellules intestinales (Caco-2 TC7) et dans la colonne de
droite (B) leur production par les THP-1. Nous observons une faible production des trois
cytokines par les cellules intestinales a 4h quel que soit le type de stimulation. La production
aprés 24h de stimulation augmente Iégérement dans le cas de TNF-a et d’'une fagon plus
importante pour IL-8. La stimulation apicale semblerait alors étre plus efficace pour la
production de TNF-a mais de la méme magnitude que la stimulation simultanée apical/basal
pour la production de I'lL-8. Concernant la production par les cellules immunitaires, nous
observons un pic de production important a 4h pour TNF-a et a 24h dans le cas de I'lL-6 et
I'IL-8. Nous constatons aussi que la stimulation simultanée en milieu apical/basal provoque une
réponse similaire voire meilleure, dans le cas de la production de l'lL-8, que la stimulation
uniquement faite du c6té basal.
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Figure 7. Production de cytokines pro-inflammatoires mesurée aprés 4 et 24h dans les surnageants du
modeéle de co-culture (Caco-2 TC7 / THP-1). (A) Compartiment apical (Caco-2 TC7). (B) Compartiment
basal (THP-1).
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Aprés analyse de lI'ensemble des résultats préliminaires, nous avons décidé que la
stimulation la plus efficace pour la production des cytokines pro-inflammatoires dans notre
modeéle est la stimulation simultanée dans les deux compartiments, apical et basal. Néanmoins,
les résultats sur la production de cytokines par la co-culture Caco-2 TC7 / THP-1 n’étant pas
assez prononcée en utilisant uniquement le LPS comme stimulant et en référence a la
littérature nous avons décidé d’ajouter de I'lFNy en plus du LPS pour mieux déclencher
linflammation.

De la méme facon et aussi pour des raisons de logistique en vue des expériences futures,
nous avons estimé qu’une incubation de 18h avec le cocktail de stimulation était suffisante pour
la production des trois cytokines pro-inflammatoires étudiées. A titre informatif, pour le temps de
différenciation des THP-1, des expériences supplémentaires en tri-culture avec uniquement 24h
d’incubation en contact avec le PMA a la place de 48h ont été réalisées. Nous avons considéré
qu’il n’y avait pas de changements importants sur les résultats d'induction d’inflammation
concernant les cytokines étudiées et nous avons gardé alors comme temps de différenciation
24h par des raisons pratiques d’organisation.

1.2. Caractérisation de la production de mucus dans la biculture

La présence de mucus sur la biculture Caco-2 / HT29-MTX a été évaluée par différentes
techniques. Une coloration mixte bleu Alcian / Fast Red pour visualiser la répartition des
cellules et le mucus produit par les HT29-MTX. Ensuite, des coupes histologiques ont été
colorées pour observer I'épithélium intestinal et le mucus présent sur les cellules. En paralléle,
la mucine MUCS5AC, produite par les HT29-MTX a été mise en évidence par marquage
immunofluorescent.

Coloration du mucus au bleu alcian

Dans la figure 8 nous observons les photos au microscope optique inversé des tapis
cellulaires aprés coloration montrant une répartition homogéne du mucus et des cellules. Le
bleu Alcian colore les composés acides du mucus et le Fast Red met en évidence la présence
de la phosphatase alcaline, enzyme exprimée par les Caco-2 uniquement. La couche de
mucus, colorée en bleu est visible dans la monoculture de HT29 MTX (Fig. 8A) et en co-culture
avec les Caco-2 TC7 (Fig. 8C). La figure 8B montre alors la coloration rouge avec le FastRed
dans les Caco-2 seules et dans la figure 8D nous pouvons observer la répartition des deux
types de cellules avec les deux colorations simultanées.
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Figure 8. Observation au microscope optique inversé du mucus aprés coloration au bleu Alcian. (A)
Monoculture HT29-MTX aprées 21 jours de culture colorée au bleu Alcian (20x). (B) Monoculture Caco-2
TC7 aprés 16 jours de culture colorée au FastRed (10x). (C) et (D) Co-culture Caco-2 TC7 / HT29-MTX
(9:1) aprés 16 jours de culture colorée respectivement au bleu Alcian (20x) et au bleu Alcian / FastRed
(X20).
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Coloration histochimique

Dans la figure 9 les photos des coupes histologiques colorées sont présentées. Trois
colorations différentes ont été utilisées pour montrer la présence du mucus produit par les
HT29-MTX dans le modéle de biculture. Nous observons alors dans un premier temps la
monocouche cellulaire sur la membrane de polycarbonate avec une association de Caco-2 TC7
avec HT29 MTX, trés bien représentée dans la figure 9B particuliérement. Les cellules
HT29 forment des grappes caractéristiques, intégrées parmi les Caco-2.

Les trois méthodes de coloration nous permettent alors de mettre en évidence la
présence d’amas de mucus au niveau de la membrane apicale des cellules. Le mucus est
coloré en bleu (bleu Alcian) dans la figure 9A, en rose/violet (rouge de ruthénium) dans la figure
9B et en rose (réactif de schiff) dans la figure 9C

15 um x ? s
¥ .

Figure 9. Observations microscopiques (63x) de coupes histologiques de la biculture cellulaire.
Coloration des mucines : (A) au bleu Alcian, (B) au rouge de ruthénium et (C) avec coloration
PAS / Nuclear Fast Red. Les fleches montrent les amas de mucus.
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Marquage immunofluorescent de la mucine MUC5AC

La figure 10 montre les images acquises par microscopie confocale aprés
immunomarquage fluorescent de la mucine MUC5AC produite par les HT29-MTX. Nous
observons que la présence des THP-1 dans le modéle induit une augmentation de la présence
du mucus par rapport a la biculture. Ce phénoméne est renforcé par la stimulation avec du
LPS / IFNy. Nous observons aussi que le mucus est présent de fagon homogéne sur le tapis
cellulaire.

Tri-culture Tri-culture
non stimulée stimulée

Biculture

Figure 10. Marquage immunofluorescent de la mucine MUCS5AC. (A) Biculture Caco-2 TC7 / HT29-MTX).
(B) et (C) Triculture Caco-2 TC7 / HT29-MTX / THP-1 stimulée ou non, respectivement. Photos prises a
'aide du microscope confocal (laser scanning) 880 Multiphoton (Carl Zeiss MicroscopyGmbH, Jena,
Germany).

1.3. Effets de la stimulation par le LPS et I'IFNy a faible dose sur le
modeéle cellulaire d’inflammation intestinale

Il est rappelé que pour des raisons de commodité de langage et de compréhension nous
avons choisi de nommer les deux doses de stimulation utilisées (LPS-50 ng/mL — IFNy-5 ng/mL
et LPS-1 pg/mL — IFNy-50 ng/mL), respectivement stimulation faible et stimulation forte, dans le
reste du manuscrit.

1.3.1. Cytotoxicité et perméabilité épithéliale

Différents tests ont été pratiqués sur les cultures cellulaires pour évaluer leffet
potentiellement cytotoxique du LPS/IFNy appliqué a faible dose sur la bi- et la tri-culture
cellulaire ainsi que sur la perméabilité de la biculture. Il est rappelé que la « biculture » référe a
'association Caco2-TC7 / HT29-MTX mimant I'épithélium intestinal et que la « tri-culture »
réféere a la biculture (compartiment apical) associée aux cellules immunitaires THP-1
(compartiment basal).

Quelles que soient les associations cellulaires, la mesure de I'activité LDH ne révéle aucune
cytotoxicité lors de la stimulation par le cocktail LPS/IFNy a faible dose (Fig. 11).
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Figure 11. Activité de la lactate déshydrogénase dans les surnageants (compartiment apical ou basal) du
modeéle de tri-culture aprés faible stimulation. (A) Compartiment apical (cellules intestinales Caco2-
TC7/HT29-MTX). (B) compartiment basal (cellules immunitaires THP-1). La biculture correspond au
modele contenant uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont
considérées comme statistiquement différentes.

Concernant les mesures de TEER (Fig. 12) celle-ci augmente et se stabilise pendant la
durée de la mono- ou de la biculture indiquant I'établissement de I'uniformité et de l'intégrité de
la monocouche cellulaire intestinale. La TEER mesurée sur les Caco-2 seules montre une
résistance transépithéliale plus forte (de I'ordre de 160 Q) par rapport a la biculture (de I'ordre
de 130-140 Q). Cependant cette mesure en biculture reste relativement stable alors que
'addition de THP-1 dans le compartiment basal entraine une diminution Iégére de la résistance
transépithéliale, effet indépendant de I'ajout ou non de LPS/IFNy.

TEER

j/’i
Mise en place 2

de la tri-culture /

| Stimulation de I'inflammation |

S ]
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—~Caco-2TC7 —Biculture Triculture stim faible ~ ——Triculture non stim

Figure 12. Suivi de la résistance électrique transépithéliale (TEER) tout au long de la différenciation et
pendant les expériences de stimulation a faible dose.

Pour [I'évaluation de [lintégrité des jonctions serrées qui régulent le transport
paracellulaire, le test complémentaire de diffusion du rouge de phénol (Fig. 13 A) a travers la
monocouche épithéliale montre qu’il n'y a pas de différence entre la mono- et la biculture ni
entre les tri-cultures stimulées ou non aprés une heure de diffusion. Nous notons cependant
une augmentation de la perméabilité des tri-cultures par rapport a la biculture, ce qui semble
cohérent par rapport a I'observation de la diminution de la TEER aprés ajout des THP1.
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Les mesures réalisées aprés 4 heures de diffusion (Fig. 13 B) ne montrent pas de
différence significative dans la perméabilité entre mono- et biculture. Pour la tri-culture non
stimulée une différence statistiquement significative est observée par rapport a la biculture mais
celle-ci reste trés faible, voire insignifiante. Notons aussi qu’il y aurait un effet Iégérement plus
visible sur 'augmentation de la perméabilité épithéliale due a la stimulation.
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Figure 13. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans les
différents types d’associations cellulaires a 2 temps de diffusion et a faible dose de stimulation. (A) 1h,
(B) 4h de diffusion. Monoculture : Caco-2 TC7, biculture : Caco-2 TC7 / HT29MTX, tri-culture : Caco-2
TC7 |/ HT29MTX / THP-1. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.

En marge de ces expériences, il a été aussi montré que la dexamethasone, un
corticostéroide puissant frequemment employé comme médicament anti-inflammatoire, et utilisé
ici en tant que témoin positif, n’avait aucun effet sur la perméabilité épithéliale (Fig. 14).

Rouge de phénol

Triculture Non Stim Triculture Stim

Dexa(-) ™ Dexa(+)

Figure 14. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans la tri-
culture (Caco-2 TC7 / HT29MTX / THP-1) a faible dose de stimulation et en présence de
dexaméthasone. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement
différentes.
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1.3.2. Marquage immunofluorescent des jonctions serrées (microscopie
confocale)

Trois protéines constitutives du complexe AJC ont été immunomarquées et observées par
fluorescence a l'aide d’un microscope confocal : claudine (Fig. 15), occludine (Fig. 16) et ZO-1
(Fig 17). Dans les trois cas, nous observons dans la biculture un marquage assez régulier, net
et bien localisé des trois protéines définissant le périmétre de la cellule et permettant de bien
identifier les membranes apicales. C’est particulierement le cas pour ZO-1. Dans le cas de la tri-
culture, l'association des cellules intestinales avec les THP1 induit une altération de la
localisation de la claudine et de l'occludine. En effet, nous observons un marquage plus diffus
et irrégulier avec une moins bonne définition du contour des membranes et I'apparition d’'un
signal ponctiforme cytoplasmique, encore plus prononcé dans le modéle stimulé. Ces
observations mettent en évidence une délocalisation des protéines et un réarrangement de leur
organisation cellulaire.

Tri-culture Tri-culture
Biculture non stimulée stimulée

Figure 15. Marquage immunofluorescent de la claudine, protéine constitutive du complexe AJC. Les trois
conditions de culture sont montrées : Biculture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX), Triculture (Caco-2 TC7 /
HT29-MTX / THP-1) stimulée et non stimulée. En orange, marquage de la claudine et en bleu (DAPI) les
noyaux. Photos prises a I'aide du microscope confocal (laser scanning) 880 Multiphoton (Carl Zeiss
MicroscopyGmbH, Jena, Germany).
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Tri-culture Tri-culture
Biculture non stimulée stimulée
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Figure 16. Marquage immunofluorescent de l'occludine, protéine constitutive du complexe AJC. Les trois
conditions de culture sont montrées : Biculture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX), Triculture (Caco-2 TC7 /
HT29-MTX / THP-1) stimulée et non stimulée. En jaune, marquage de 'occludine et en bleu (DAPI) les
noyaux. Photos prises a I'aide du microscope confocal (laser scanning) 880 Multiphoton (Carl Zeiss
MicroscopyGmbH, Jena, Germany).
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Figure 17. Marquage immunofluorescent de ZO-1, protéine constitutive du complexe AJC. Les trois
conditions de culture sont montrées : Biculture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX), Triculture (Caco-2 TC7 /
HT29-MTX / THP-1) stimulée et non stimulée. En vert, marquage de ZO-1 et en bleu (DAPI) les noyaux.

Photos prises a l'aide du microscope confocal (laser scanning) 880 Multiphoton (Carl Zeiss
MicroscopyGmbH, Jena, Germany).
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1.3.3. Marqueurs d’inflammation en condition de faible stimulation par le LPS
et 'lFNy

Production de cytokines pro-inflammatoires

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules aprés
stimulation a faible dose ont été évaluées par la méthode ELISA dans les surnageants apicaux
et/ou basaux récupérés apres les expériences de stimulation.

Au niveau des cellules intestinales, de fagon similaire aux résultats préliminaires de la co-
culture Caco-2 TC7 / THP-1, nous pouvons constater que la production de TNF-a, IL6, IL-8 est
trés faible dans le compartiment apical de la tri-culture (Fig. 18A). Il y a une augmentation
significative de la production d’'IL8 par les cellules intestinales du modéle tri-culture, indiquant
que la présence des THP-1 différenciées en macrophages cause une légére inflammation. Pour
les deux autres cytokines (TNF-a, IL-6), les légéres différences observées ne sont pas
interprétables du fait des quantités trés faibles, proches de la limite de détection. Par contre,
comme nous pouvons l'observer dans la figure 18B la production par les cellules THP-1 est trés
importante en réponse a la stimulation pour les trois cytokines pro-inflammatoires mesurées,
avec une augmentation de 91,4% pour TNF-a, 1142,6% pour IL-6 et 55,4% pour IL-8.
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Figure 18. Production de cytokines pro-inflammatoires dans le modéle de tri-culture stimulé a faible dose
de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules
immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La biculture correspond au modéle contenant
uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.
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En paralléle de ces expériences, nous avons testé I'effet de la dexaméthasone, puissant
anti-inflammatoire, sur la production des cytokines pro-inflammatoires par les cellules THP-1
aprés faible stimulation dans le modéle de tri-culture (Fig. 19). Cela nous a servi de contréle
positif. Les résultats montrent une diminution nette de la production des trois cytokines dans le
modele stimulé ou non.

TNF-a IL-6 IL-8

pg /[ mL
B

Figure 19. Effet de la dexaméthasone sur la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
immunitaires (THP-1) dans le modéle non stimulé et stimulé a faible dose de LPS/IFNy. Les barres avec
des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Expression génique de marqueurs d’inflammation

L’expression génique de deux enzymes considérées comme marqueurs d’inflammation
(COX-2 et I'INOS), trois cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-8) et une cytokine anti-
inflammatoire (IL-10) a été mesurée sous les conditions de faible stimulation.

Au niveau des cellules intestinales, nous observons une forte expression du géne codant
pour I'INOS quand les cellules en tri-culture sont stimulées (Fig. 20A) par rapport a la biculture
et la tri-culture non stimulée. En revanche, dans le cas du géne codant pour la COX-2 nous
observons une expression dans la tri-culture non stimulée supérieure a celle dans la biculture et
la tri-culture stimulée, ce qui rend difficile la compréhension des résultats.

Au niveau des cellules immunitaires, il n’y a pas de différence significative dans
'expression du géne codant pour iINOS quelques soient les conditions. En revanche,
I'expression du géene codant pour COX-2 chez les THP-1 est nettement plus importante en
condition stimulée (Fig. 20B).
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Figure 20. Expression des genes codant pour ''lNOS et la COX-2 dans le modele de tri-culture stimulé a
faible dose de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX).
(B) Cellules immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La biculture correspond au modéle
contenant uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont considérées
comme statistiquement différentes.

Concernant I'expression de genes codant pour des cytokines pro-inflammatoires au
niveau des cellules intestinales nous notons une expression légérement supérieure du géne
codant pour TNF-a dans la tri-culture non stimulée par rapport a la biculture (Fig. 21A) mais
compte tenu des quantités détectées, cette différence reste insignifiante. En revanche, pour le
gene codant pour IL-8 nous n'observons pas de différences significatives et aucune expression
n’a été détectée pour les génes codant pour les cytokines IL-6 et IL-10.

Au niveau des cellules immunitaires, comme attendu, nous notons une expression
beaucoup plus importante pour I'ensemble des génes des cytokines pro-inflammatoires
etudiées par rapport a celle observée pour les cellules intestinales. Une augmentation
significative de I'expression des génes codant pour TNF-a, IL-6, IL-8 entre la tri-culture stimulée
et non stimulée (Fig. 21B) est observée alors qu’aucune différence significative d’expression
n’est observée pour le géne codant pour IL-10.
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Figure 21. Expression des genes codant pour les cytokines pro (TNFa, IL-6, IL-8) et anti-inflammatoires
(IL-10) dans le modéle de tri-culture stimulé a faible dose de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans
compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules immunitaires dans compartiment basal
(THP-1). La biculture correspond au modéle contenant uniquement des cellules intestinales. Les barres
avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.
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1.4. Effets de la stimulation par le LPS et I'IFNy a forte dose sur le modéle
cellulaire d’inflammation intestinale

Aprés avoir testé l'utilisation de LPS et d’IFNy a faible dose une concentration plus
importante de ces composés a été appliquée afin de s’approcher de conditions induisant une
inflammation de plus haut niveau.

1.4.1. Cytotoxicité et perméabilité épithéliale

Aucune différence significative dans l'activité de la lactate déshydrogénase n’a été
détectée dans les trois conditions de culture étudiées indiquant une absence de cytotoxicité par
le cocktail LPS/IFNy a forte dose (Fig. 22).
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Figure 22. Activité de la lactate déshydrogénase dans les surnageants (compartiment apical ou basal) du
modele de tri-culture apres forte stimulation. (A) Compartiment apical (cellules intestinales
Caco2-TC7/HT29-MTX). (B) Compartiment basal (cellules immunitaires THP-1). La biculture correspond
au modeéle contenant uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont
considérées comme statistiquement différentes.

Concernant la mesure de la TEER, I'évolution de celle-ci est tout a fait comparable a celle
observée dans les expériences précédentes réalisées a faible dose du cocktail LPS / IFNy, a
savoir un accroissement, une stabilisation de la TEER suivie d’'une diminution aprés addition
des cellules THP-1 (Fig. 23). A noter qu’il n’y a pas de différence de profil entre les tri-cultures
stimulées et non stimulées et que I'effet de la baisse de TEER lors de I'ajout de THP-1 est
indépendante de I'ajout ou non de LPS / IFNy. Ceci indique que l'effet sur la perméabilité de la
monocouche mesurée par la TEER n’est pas affecté par une augmentation de la dose des
stimulants pro-inflammatoires.
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Figure 23. Suivi de la résistance électrique transépitheliale (TEER) tout au long de la différenciation et
pendant les expériences de stimulation a forte dose.

Contrairement a ce qu’il avait été observé lors des expériences de diffusion du rouge de
phénol dans le modéle de tri-culture stimulé a faible dose, I'analyse aprés 1 heure et 4 heures
de diffusion montre une trés forte augmentation de la perméabilité épithéliale lorsque la
tri-culture est stimulée par le LPS / IFNy a forte dose (Fig. 24).
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Figure 24. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans les
différents types d’associations cellulaires a 2 temps de diffusion et a forte dose de stimulation. (A) 1h, (B)
4h de diffusion. Monoculture : Caco-2 TC7, biculture : Caco-2 TC7 / HT29MTX, tri-culture : Caco-2 TC7 /
HT29MTX / THP-1. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement
différentes.
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Par ailleurs, differemment de ce qu'il a été observé avec la faible dose, 'augmentation de
perméabilité dans la tri-culture stimulée est réduite de maniére importante par I'ajout de la
dexamethasone (Fig. 25).
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Figure 25. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans la
tri-culture (Caco-2 TC7 / HT29MTX / THP-1) a forte dose de stimulation et en présence de
dexaméthasone. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement
différentes.

1.4.2. Marqueurs d’inflammation en condition de forte stimulation par le LPS
et 'lIFNy

Production de cytokines pro-inflammatoires

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules aprés
stimulation a forte dose ont été mesurées dans les surnageants apicaux et/ou basaux
récupérés apres les expériences de stimulation et dosées par la méthode ELISA.

Au niveau des cellules intestinales (Fig. 26A) nous observons une faible production de
TNF-a et d’IL-6 sans différence significative entre les différentes conditions. En revanche nous
observons une augmentation significative pour IL-8 dans le modéle stimulé. Concernant les
cellulaires immunitaires (Fig. 26B), nous observons pour la tri-culture stimulée une nette
augmentation de la production de TNF-a, d’'IL-6 et IL-8 par rapport a la tri-culture non stimulée
avec une augmentation de 65,7% pour TNF-a, 1113,7 pour IL-6 et 26,7% pour IL-8. Ces
résultats montrent comme attendu, le méme phénomeéene observé dans les expériences avec
stimulation a faible dose.
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Figure 26. Production de cytokines pro-inflammatoires dans le modéle de tri-culture stimulé a forte dose
de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules
immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La biculture correspond au modéle contenant

uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.

Concernant la production de ces cytokines pro-inflammatoires aprés forte stimulation en
présence de dexaméthasone, de fagon similaire qu’avec la faible stimulation, nous observons
une diminution nette dans leur production par les cellules immunitaires (Fig. 27).
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Figure 27. Effet de la dexaméthasone sur la production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules
immunitaires (THP-1) dans le modéle non stimulé et stimulé a forte dose de LPS/IFNy. Les barres avec
des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.
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Expression génique de marqueurs d’inflammation

L’expression génique de deux enzymes considérées comme marqueurs d’inflammation
(COX-2 et I'INOS), trois cytokines pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-8) et une cytokine anti-
inflammatoire (IL-10) a été mesuré sous les conditions de forte stimulation.

Au niveau de I'expression dans les cellules intestinales des génes codant pour I'INOS et
pour la COX-2 (Fig. 28A), nous notons que le géne codant pour iINOS est plus fortement
exprimé dans la tri-culture stimulée par rapport a la tri-culture non stimulée et la biculture. Par
contre aucune différence significative n’est observé sur I'expression du géne codant pour
COX-2 entre les différentes conditions. Les phénoménes inverses sont observés pour
I'expression de ces génes dans les cellules THP-1 (Fig. 28B), c’est-a-dire pas de différence
d’expression du géne codant pour iINOS en absence ou présence de stimulation et une forte
expression du géne codant pour COX-2 en présence de stimulus.
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Figure 28. Expression des genes codant pour I''lNOS et la COX-2 dans le modele de tri-culture stimulé a
forte dose de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B)
Cellules immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La biculture correspond au modéle contenant
uniquement des cellules intestinales. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.
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Concernant les génes codant pour les cytokines au niveau des cellules intestinales,
aucune différence significative dans I'expression des genes codants pour TNF-a ou IL-8 n’est
observée quelles que soient les conditions de culture (Fig. 29A). Aucun ARNm n’a été détecté
pour les génes codant pour IL-6 et 10.

Dans les cellules immunitaires, aucune différence d’expression n'a été détectée entre la
tri-culture stimulée ou non pour les génes codant pour TNF-a et IL-10 alors que I'expression
des génes codant pour IL-6 et IL-8 est supérieure en condition de stimulation (Fig.29B).
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Figure 29. Expression des genes codant pour les cytokines pro (TNFa, IL-6, IL-8) et anti-inflammatoires
(IL-10) dans le modéle de tri-culture stimulé a forte dose de LPS/IFNy. (A) Cellules intestinales dans
compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules immunitaires dans compartiment basal
(THP-1). La biculture correspond au modéle contenant uniquement des cellules intestinales. Les barres
avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

RESULTATS 58



RESULTATS

2. Interaction de la B-cryptoxanthine (BCX) avec le modele in vitro
d’inflammation intestinale

Dans ce travail, nous avons voulu étudier I'impact éventuel de la BCX sur l'inflammation
intestinale ainsi que son absorption a travers la monocouche intestinale a 'état inflammé. La
BCX étant un micro-constituant liposoluble, il est nécessaire de I'intégrer au préalable dans des
micelles pour rendre possible son absorption au niveau intestinal. Deux types de véhicules ont
alors été utilisés : des micelles artificielles, préparées a base de tween-40 et des micelles
physiologiques.

Cette série d’expériences a été réalisée en condition de stimulation a faible dose en
considérant que la BCX présente en faible quantité dans les aliments et utilisée a dose
nutritionnelle et non thérapeutique pourrait éventuellement avoir une action a titre préventif
dans le cas d’'une inflammation dite « non-sévére ». Il n’en demeure pas moins que ces
expériences pourraient aussi étre réalisées ultérieurement dans le cas d’une stimulation a forte
dose pour évaluer I'impact de la BCX en condition inflammatoire plus séveére.

2.1. Utilisation de micelles artificielles contenant la BCX

Dans cette premiére série d’expériences, la BCX intégrée dans les micelles artificielles a
été mise au contact des cellules 2 heures avant I'ajout du cocktail LPS / IFNy et laissée le
temps de la stimulation (soit 20h d’exposition au total). Dans tous les résultats présentés, le
modele de tri-culture stimulé a servi de contréle.

2.1.1. Cytotoxicite

Des expériences ont été mises en place pour évaluer I'effet cytotoxique de la BCX dans
les micelles artificielles sur le modéle. Au niveau des cellules intestinales (Fig. 30A), nous
observons une légére cytotoxicité des micelles contenant la BCX par rapport au contréle. Par
contre, une tres forte cytotoxicité est observée avec le Tween 40 seul, laissant présager un
éventuel effet protecteur de la BCX. En revanche, aucun effet cytotoxique significatif n’a été
observé sur les cellules immunitaires (Fig. 30B).
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Figure 30. Activité de la lactate déshydrogénase dans les surnageants (compartiment apical ou basal) du
modeéle de tri-culture stimulé en présence des micelles contenant la BCX ou des micelles Tween-40. (A)
Compartiment apical (cellules intestinales Caco2-TC7/HT29-MTX). (B) Compartiment basal (cellules
immunitaires THP-1). La tri-culture stimulé sans micelles a été utilisée en tant que contréle. Les barres
avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.
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2.1.2. Influence des micelles artificielles de BCX sur la production de
cytokines pro-inflammatoires

Production de cytokines pro-inflammatoires

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules exposées
(temps total 20 heures) a la BCX dans les micelles artificielles, ont été mesurées dans les
surnageants du compartiment basal récupérés aprés les expériences a faible stimulation et
dosées par la méthode ELISA.

Aucun effet des micelles avec ou sans BCX n’a été observé sur la production de TNF-a
alors qu’une diminution significative est observée pour I'lL-6 et I'lL-8 en présence de ces
micelles (Fig. 31). Il est surprenant de noter que cette réduction est aussi observée en
présence de Tween-40 seul.
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Figure 31. Production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires (THP-1) dans le
modeéle de tri-culture stimulé en présence (20h) des micelles contenant la BCX ou des micelles
Tween-40. La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contrdle. Les barres avec des
lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

2.1.3. Transport de la BCX a travers la monocouche cellulaire

Pour évaluer le transport des micelles artificielles contenant la BCX, les surnageants
apicaux et basaux ainsi que les cellules intestinales ont été récupérées et la BCX déterminée
par dosage HPLC. Dans le tableau 6 nous ne constatons aucune différence dans I'absorption
de la BCX dans les modéles de tri-culture stimulé ou non par rapport a la biculture.

Absorption de la B-cryptoxanthine
% BCX

Modele de bi-culture 10,77 % 2

Modéle de tri-culture non stimulé 11,30 % + 1.08

Modéle de tri-culture stimulé 10,78 % + 1.31

Tableau 6. Absorption des micelles artificielles contenant la BCX a travers la monocouche épithéliale
dans les différents modéles. Biculture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX) et tri-culture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX /
THP-1) stimulé ou non avec le cocktail de LPS/IFNy.
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2.2. Utilisation des micelles physiologiques contenant la BCX

Suite aux effets potentiellement toxiques du tween 40 sur les cellules intestinales, nous
avons choisi d'utiliser des micelles physiologiques. Dans ces expériences, les mémes
conditions que précédemment ont été utilisées, a savoir une faible dose de stimulation et un
temps d’exposition de 20h.

2.2.1. Cytotoxicité et perméabilité épithéliale

De maniere similaire a ce qu’il a été observé avec les micelles artificielles, nous
observons une toxicité des micelles physiologiques contenant la BCX sur les cellules
intestinales (Fig. 32A). Concernant les cellules immunitaires, aucune toxicité n’est observée que
ce soit par les micelles seules ou en présence de BCX (Fig. 32B).
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Figure 32. Activité de la lactate déshydrogénase dans les surnageants (compartiment apical ou basal) du
modeéle de tri-culture stimulé en présence (20h) des micelles contenant la BCX ou des micelles
physiologiques. (A) Compartiment apical (cellules intestinales Caco2-TC7/HT29-MTX). (B) Compartiment
basal (cellules immunitaires THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que
contrble. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Pour évaluer la perméabilité de la monocouche épithéliale le test de diffusion du rouge de
phénol a été réalisé. Les résultats (Fig. 33), montrent que la présence de BCX entraine une
augmentation trés importante de la perméabilité, tandis que les micelles seules augmentent
aussi la perméabilité mais d’'une maniére moins importante, ce qui est plutét surprenant.
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Figure 33. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans la
tri-culture stimulée (Caco-2 TC7 / HT29MTX / THP-1) en présence (20h) des micelles contenant la BCX
ou des micelles physiologiques. La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contréle.
Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.
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2.2.2. Influence des micelles physiologiques de BCX sur la production de
cytokines pro-inflammatoires

Production de cytokines pro-inflammatoires

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules exposées
(temps total 20 heures) a la BCX dans les micelles physiologiques ont été mesurées dans les
surnageants du compartiment basal récupérés aprés les expériences a faible stimulation et
dosées par la méthode ELISA.

Les résultats montrent une faible diminution de la production de TNF-o en présence des
micelles contenant la BCX (Fig.34). Par contre, dans le cas de I'lL-6 on observe une diminution
en présence du véhicule, mais pas des micelles BCX. Pour la production de I'IL-8, nous
observons une diminution importante en présence des micelles avec la BCX mais également en
présence des micelles physiologiques seules, laissant supposer le réle du vehicule dans I'effet
observé.
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Figure 34. Production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires (THP-1) dans le
modeéle de tri-culture stimulé en présence (20h) des micelles contenant la BCX ou des micelles
physiologiques. La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contrble. Les barres avec
des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Expression génique de marqueurs d’inflammation

L’expression génique de deux enzymes (COX-2 et l'NOS), trois cytokines pro-
inflammatoires (TNF-q, IL-6 et IL-8) et une cytokine anti-inflammatoire (IL-10) a été mesurée
dans les surnageants des compartiments apicaux et basaux aprés exposition (temps total
20 heures) aux micelles physiologiques contenant la BCX.

Au niveau de I'expression dans les cellules intestinales des génes codant pour iNOS et
COX-2 aucune différence significative n’est observée (Fig 35A). Concernant les cellules
immunitaires une légére diminution est observée pour I'expression du géne codant pour la
COX-2 seulement en présence du véhicule (Fig. 35B). Aucune expression n’a été détectée
dans les THP-1 pour le géne codant pour I'iNOS.
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Figure 35. Expression des genes codant pour I'ilNOS et la COX-2 dans le modéle de tri-culture stimulé en
présence (20h) des micelles contenant la BCX ou des micelles physiologiques. (A) Cellules intestinales
dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules immunitaires dans compartiment basal
(THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contréle. Les barres avec des
lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Concernant les génes codant pour les cytokines au niveau des cellules intestinales,
aucune différence significative dans I'expression des génes codants pour TNF-a n’est observée
(Fig. 36A). Par contre une légére diminution est observée pour le géne codant pour I'lL-8 en
présence des micelles indifféremment de la présence ou non de la BCX. L'expression de génes
codant pour I'lL-6 ou I'lL-10 n’a pas été détectée.

Dans le cas des cellules immunitaires, une légére diminution d’expression a été observée
pour les génes codant pour le TNF-a ou I'lL-8 sous exposition aux micelles seules, cette
différence étant plus marquée dans le cas de l'lL-6. Pour I'lL-10 aucune différence n’a été
détectée (Fig. 36B).
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Figure 36. Expression des genes codant pour cytokines pro (TNFa, IL-6, IL-8) et anti-inflammatoires
(IL-10) dans le modele de tri-culture stimulé en présence (20h) des micelles contenant la BCX ou des
micelles physiologiques. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX).
(B) Cellules immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été
utilisée en tant que controle. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.
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2.2.3. Transport de la BCX a travers la monocouche cellulaire

Pour évaluer le transport des micelles physiologiques contenant la BCX, les surnageants
apicaux et basaux ainsi que les cellules intestinales ont été récupérés et la quantité de BCX
déterminée par dosage HPLC. Dans le tableau 7 nous observons une différence dans
I'absorption de la BCX dans la biculture par rapport aux modéles de tri-culture stimulé ou non
avec une augmentation dans ces derniers.

Absorption de la B-cryptoxanthine
% BCX

Modéle de bi-culture 12,82 % £ 0.26

Modeéle de tri-culture non stimulé 14,69 % + 0.48

Modéle de tri-culture stimulé 14,74 % £ 0.24

Tableau 7. Absorption des micelles physiologiques contenant la BCX a travers la monocouche épithéliale
dans les différents modéles. Biculture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX) et tri-culture (Caco-2 TC7 / HT29-MTX
/ THP-1) stimulé ou non avec le cocktail de LPS/IFNy.

Ces premiéres expériences réalisées dans les conditions d’'une exposition prolongée aux
micelles de BCX ont montré quelques résultats surprenants quant a I'effet des véhicules (tween
40 ou micelles physiologiques). Effet toxique d’'un co6té, mais aussi effet aléatoire sur la
production des marqueurs d’inflammation.

Pour ces raisons nous avons réalisé une deuxiéme série d’expériences dans des
conditions dites "préventives" en exposant les cellules aux micelles physiologiques de BCX
uniquement pendant 2h précédant la stimulation, soit 2h d’exposition totale a la BCX et toujours
dans des conditions de faible stimulation pro-inflammatoire.
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2.3. Utilisation des micelles physiologiques contenant la BCX en
prévention

2.3.1. Cytotoxicité et perméabilité épithéliale

Contrairement aux résultats obtenus pendant une longue exposition (20 heures) aux
micelles physiologiques avec et sans BCX, une exposition de 2 heures n’entraine pas de
toxicité dans les cellules intestinales (Fig. 37A) ni dans les cellules immunitaires (Fig. 37B).
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Figure 37. Activité de la lactate déshydrogénase dans les surnageants (compartiment apical ou basal) du
modeéle de ftri-culture stimulé en présence (2h) des micelles contenant la BCX ou des micelles
physiologiques. (A) Compartiment apical (cellules intestinales Caco2-TC7/HT29-MTX). (B) Compartiment
basal (cellules immunitaires THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que
contrOle. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Concernant le test de diffusion de rouge de phénol pour évaluer la perméabilité de la
monocouche épithéliale, les résultats ne montrent aucune différence quelque soient les
conditions (Fig. 38), laissant supposer qu’une courte exposition aux micelles de BCX ne modifie
pas la perméabilité.
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Figure 38. Transport paracellulaire du rouge de phénol, exprimé en perméabilité apparente dans la
tri-culture stimulée (Caco-2 TC7 / HT29MTX / THP-1) en présence (2h) des micelles contenant la BCX ou
des micelles physiologiques. La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contrdle. Les
barres avec des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.
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2.3.2. Influence des micelles physiologiques de BCX sur la production de
cytokines pro-inflammatoires

Production de cytokines pro-inflammatoires

La production et libération de cytokines pro-inflammatoires par les cellules exposées
(temps total 2 heures) a la BCX et les micelles physiologiques ont été mesurées dans les
surnageants du compartiment basal récupérés aprés les expériences a faible stimulation et
dosées par la méthode ELISA.

Pour la production de TNF-a aucune différence significative n’est observée entre les
différentes conditions (Fig. 39). Concernant I'lL-6, les résultats montrent une diminution
importante quand le modéle est exposé aux micelles seules mais pas en présence de la BCX.
Par contre, dans le cas de I'lL-8 la diminution est observée indifféeremment de la présence ou
non de la BCX.
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Figure 39. Production de cytokines pro-inflammatoires par les cellules immunitaires (THP-1) dans le
modeéle de ftri-culture stimulé en présence (2h) des micelles contenant la BCX ou des micelles
physiologiques. La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contréle. Les barres avec
des lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Expression génique de marqueurs d’inflammation

L’expression génique de deux enzymes (COX-2 et [INOS), trois cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6 et IL-8) et une cytokine anti-inflammatoire (IL-10) a été
mesurée dans les surnageants des compartiments apicaux et basaux aprés exposition aux
micelles physiologiques contenant la BCX pendant 2h.

Concernant I'expression dans les cellules intestinales du géne codant pour I'ilNOS aucune
différence n’a été observée (Fig. 40A). Par contre, dans le cas du géne codant pour la COX-2
nous observons une légére augmentation en présence des micelles seules. Au niveau des
cellules immunitaires nous n’observons pas de différence dans I'expression du géne codant
pour 'iNOS quel que soit la condition (Fig. 40B). Au contraire, dans le cas du géne codant pour
la COX-2, les résultats montrent une augmentation de I'expression en présence du véhicule.
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Figure 40. Expression des génes codant pour I'iNOS et la COX-2 dans le modéle de tri-culture stimulé en
présence (2h) des micelles contenant la BCX ou des micelles physiologiques. (A) Cellules intestinales
dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX). (B) Cellules immunitaires dans compartiment basal
(THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été utilisée en tant que contrdle. Les barres avec des
lettres différentes sont considérées comme statistiquement différentes. Les barres avec des lettres
différentes sont considérées comme statistiquement différentes.

Au niveau des génes codant pour les cytokines dans les cellules intestinales, une
diminution est observée dans I'expression du géne codant pour le TNF-a en présence des
micelles seules mais compte tenu des trés faibles quantités, on peut considérer que celle-ci
reste peu significative (Fig.41A). Dans le cas de I'lL-8, aucune différence significative n'a été
observée. Aucune expression des génes codant pour I'lL-6 et I'lL-10 n’a été détectée.

Concernant les cellules immunitaires, nous observons une légére augmentation de la
production de TNF-a en présence de la BCX, laquelle est plus importante en présence des
micelles seules (Fig. 41B). Dans le cas du géne codant pour I'lL-8 cette augmentation de
I'expression est observée uniquement en présence des micelles seules. Par contre aucune
différence n’a été observée dans le cas de I'lL-6. Regardant I'expression du géne codant pour
IL-10 une légére diminution est observée en présence du véhicule mais celle-ci reste faible
voire insignifiante compte tenu des quantités obtenues.
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Figure 41. Expression des genes codant pour cytokines pro (TNFa, IL-6, IL-8) et anti-inflammatoires
(IL-10) dans le modele de tri-culture stimulé en présence (2h) des micelles contenant la BCX ou des
micelles physiologiques. (A) Cellules intestinales dans compartiment apical (Caco-2 TC7 / HT29MTX).
(B) Cellules immunitaires dans compartiment basal (THP-1). La tri-culture stimulée sans micelles a été
utilisée en tant que controle. Les barres avec des lettres différentes sont considérées comme
statistiquement différentes.
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DISCUSION ET PERSPECTIVES

L’épithélium intestinal, si€ge de I'absorption des (micro)-nutriments est aussi le premier
systeme de défense de I'organisme avec un rble essentiel dans la régulation de I'échange de
molécules et de fluides présents dans la lumiére intestinale. Un déséquilibre dans I’homéostasie
peut étre a lorigine d’'une réaction inflammatoire associée a des défauts de la barriére
intestinale et de la fonction immunitaire, ainsi qu’'une malabsorption des nutriments (Benjamin et
al. 2008; Forbes et al. 2017; Massironi et al. 2013; Mijac et al. 2010).

Pour étudier la physio(patho)logie de I'intestin, l'utilisation de modéles in vitro de culture
cellulaire a considérablement augmenté, en particulier dans les études de biodisponibilité et de
toxicologie dans les domaines alimentaire et pharmaceutique. Les modéles de co-culture
cellulaire, utilisant des cellules d'origine humaine présentent I'avantage de pouvoir étudier les
mécanismes moléculaires d'une maniére simple et reproductible tout en réduisant
I'expérimentation animale. De ce fait, et de maniére a offrir une alternative aux modeéles
animaux pour de futures études sur I'effet de micro-constituants alimentaires sur 'inflammation
cette thése a eu comme objectif la mise au point d’'un modeéle de tri-culture cellulaire d’'un
intestin en état d’'inflammation. Deux lignées cellulaires d’origine intestinale capables de se
différencier en entérocytes et cellules caliciformes (Caco-2 TC7 et HT29-MTX, respectivement)
ont été associées avec une lignée d’origine immunitaire (THP-1) laquelle se différencie en
macrophages.

La lignée Caco-2 reste de nos jours, le modéle le plus utilisé dans les études de la
barriére intestinale, néanmoins une de ces limitations majeures est le manque de production de
mucus. Cette couche de gel insoluble dans I'eau composé principalement de glycoprotéines,
présente dans I'épithélium intestinal, joue un réle trés important en tant que barriére physique et
régulatrice pour des micro-organismes (microbiote ou pathogénes) évitant leur contact direct
avec les cellules du systéme immunitaire de la lamina propria (Abraham et Cho 2009; Bischoff
et al. 2014; Grootjans et al. 2013; McGuckin et al. 2009; Hering et Schulzke 2009). La lignée
cellulaire HT29-MTX est capable de se différencier en cellules caliciformes, productrices de
mucus (Thécla Lesuffleur et al. 1990), alors I'association de ces deux lignées cellulaires permet
de rapprocher le modéle a la réalité physiologique de I'intestin (Hilgendorf et al. 2000).

La présence de mucus sur la biculture Caco-2 / HT29-MTX a pu étre mise en évidence
par différentes techniques. Tout d’abord, une coloration mixte bleu Alcian / Fast Red a permis
de visualiser la répartition des cellules et le mucus produit par les HT29-MTX. Le bleu Alcian
colore les composés acides du mucus, alors que le Fast Red met en évidence la présence de la
phosphatase alcaline, enzyme exprimée par les Caco-2 uniquement. Par ailleurs, des coupes
histologiques de la monocouche intestinale ont pu également montrer la présence des
HT29-MTX au milieu des entérocytes, reconnaissables par leur poche a mucus, ainsi que la
présence d’amas de mucus sur la membrane apicale des cellules. En concordance avec
d’autres modeles de co-culture Caco-2 / HT29-MTX, notre modéle montre que les cellules
HT29-MTX poussent en plusieurs couches formant des grappes intégrées entre les Caco-2 qui
forment une seule monocouche (Hilgendorf et al. 2000; Béduneau et al. 2014). Enfin, le
marquage fluorescent avec un anticorps spécifique pour MUC5AC, une des mucines produites
par les HT29-MTX (Navabi, McGuckin, et Lindén 2013) a permis aussi de mettre en évidence la
couche de mucus sur le tapis cellulaire.

Aprés une premiere période de mise au point, nous avons pu définir les conditions
expérimentales du modéle de tri-culture inflammé et notamment les paramétres de stimulation
de I'inflammation. Nous avons retenu un cocktail pro-inflammatoire a base de LPS / IFNy, a une
premiére dose de 50ng/mL de LPS et 5ng/mL de IFNy, dite dose faible et pour un temps de
stimulation de 18h, qui semble étre le meilleur compromis entre une production optimisée de
cytokines et la logistique des expériences de co-culture. La dose a été choisie en cohérence
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avec la littérature et dans un objectif de simuler initialement un faible état inflammatoire, de
maniére a envisager un impact nutritionnel préventif des composés bioactifs et non
thérapeutique, contrairement a beaucoup d’autres études utilisant des doses assez élevées
(Hollebeeck et al. 2012; Kaulmann, Legay, et al. 2016). Pour autant, au vu des résultats, nous
avons par la suite testé également une dose plus élevée (LPS-1 ug/mL et IFNy-50 ng/mL), dite
dose forte, pour obtenir une meilleure réponse inflammatoire. Ces deux doses n’ont par ailleurs
présenté aucune toxicité sur les cellules, comme le montrent les résultats sur la libération de
LDH.

Selon la littérature plusieurs paramétres seraient concernés lorsque l'intestin entre en état
d’'inflammation, notamment la production de cytokines, une augmentation de la perméabilité
épithéliale et de la production de mucus. Afin d’évaluer I'inflammation dans le modéle aprés
exposition au cocktail stimulant (LPS / IFNy), I'expression de génes codant pour des cytokines
pro-inflammatoires (TNF-a, IL-6, IL-8) et leur production dans la tri-culture ont été mesurées.
Globalement, comme attendu, I'expression génique et la production des cytokines par les
cellules immunitaires (THP-1) ont été augmentées dans le modéle de tri-culture sous I'effet de
la stimulation, aux deux doses utilisées. Néanmoins dans le cas des cellules intestinales,
contrairement a d’autres études utilisant des Caco-2 uniquement et différents stimulants
(Barrera et Sanchez 2015; Calatayud et al. 2014; Weglarz et al. 2006; Hollebeeck et al. 2012;
Van De Walle et al. 2010; Ustunol et Wong 2010), I'expression génique ou la production dans
notre modele étaient trés limitées voire inexistantes concernant TNF-a et IL6, consolidant ainsi
l'intérét d’y associer des cellules immunitaires. Cela pourrait s’expliquer par I'hypo-réactivité au
LPS de la part des Caco-2 rapportée dans la littérature (M. Suzuki, Hisamatsu, et Podolsky
2003; Vamadevan et al. 2010). Seule la production d’'IL8 a montré une augmentation
significative dans le modéle de tri-culture stimulé et ce quelle que soit la dose, mais non
corrélée toutefois a une augmentation de I'expression du géne codant pour cette cytokine. De
facon surprenante aucune détection de I'expression du géne codant pour I'lL-10, une cytokine
anti-inflammatoire qui fait partie de la cascade des marqueurs produits lors du déclanchement
de linflammation, n’a été observée. Il existe des rapports concernant une augmentation de la
production de cette cytokine lors de l'inflammation intestinale (Haller et al. 2002; D. Haller et al.
2004; Alexandr Parlesak et al. 2007) mais plus tardivement que les trois cytokines pro-
inflammatoires que nous avons mesurées, avec un pic de production au-dela de 24h. Ceci
pourrait donc expliquer nos observations (Malefyt et al. 1991) qui toutefois sont en cohérence
avec celles de Moyes et al. (2010) ayant utilisé une co-culture Caco-2/THP-1 (Moyes, Morris, et
Carr 2010).

Nous avons également évalué I'expression génique pour deux enzymes marqueurs
d’'inflammation, INOS et COX-2. Nos résultats montrent une augmentation nette de I'expression
du gene codant pour iINOS par les cellules intestinales pour les deux doses utilisées, ce qui
semble cohérent avec d’autres études sur l'inflammation intestinale et le réle de 'oxyde nitrique
(NO) (Cavicchi et Whittle 1999; Kolios, Valatas, et Ward 2004; Somchit et al. 2014). L'iNOS est
une enzyme inductible participant a la production de NO lequel est important dans le maintien
de lintégrité de la muqueuse gastro-intestinale (Lundberg et Weitzberg 2013). Toutefois, en
condition inflammatoire I'induction de I'INOS entraine une forte production de NO, pouvant étre
associée a des lésions coliques (Palatka et al. 2005). Il aurait été intéressant de pouvoir évaluer
la production de NO dans notre modéle, mais malgré plusieurs essais, cela a été trés difficile,
compte-tenu d’une production réduite par les THP-1 (Daigneault et al. 2010) et de son
inestabilité et de sa courte durée de vie (Schroeder et Kuo 1995). Par ailleurs, aucune
modification de I'expression du géne codant pour iNOS par les THP-1 n’a pu étre observée
dans notre modéle méme s'il existe des rapports concernant I'expression du géne codant pour
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cette isoforme de I'enzyme aprés stimulation des THP-1 par du LPS et/ou de I'lFNy (Reiling et
al. 1994; Juliet et al. 2004; Q. Wang et al. 2008; Saad et al. 2011). Concernant la COX-2, il
s’agit d’'une oxydoréductase responsable de la formation de prostanoides (prostaglandines et
thromboxanes) avec une surexpression lors des réactions inflammatoires ce qui permet de
l'utiliser en tant que marqueur d’inflammation. Dans notre modele, I'expression génique de cette
isoforme de I'enzyme a été fortement augmentée dans les THP-1 sous l'effet de la stimulation,
en particulier avec la dose la plus forte, en cohérence avec d’autres études (X. Zhang, Cao, et
Zhong 2009) mais aucune différence n’a été observée dans le cas des cellules intestinales.

Il est important de souligner par ailleurs que nous avons utilisé la dexaméthasone,
puissant anti-inflammatoire thérapeutique, comme contrdle positif de notre modéle et nous
avons pu montrer qu’en présence de dexaméthasone, la production des trois cytokines pro-
inflammatoires était trés fortement diminuée dans le modéle stimulé ou non aux deux doses
utilisées. Ceci nous permet de mettre en évidence que notre modéle répond bien aux stimulus
d’'inflammation en produisant des cytokines et des enzymes impliquées dans la réponse
inflammatoire ainsi qu’aux molécules anti-inflammatoires et peut-étre envisagé pour tester
I'action éventuelle de composés bioactifs.

Lors de linflammation, des changements dans la perméabilité de la barriére intestinale
ont également été rapportés (Bischoff et al. 2014), cette derniére étant une fonction trés
complexe régulée principalement par les jonctions serrées (TJs). Deux paramétres sont alors
fréquemment utilisés pour évaluer cette perméabilité ; la TEER, qui mesure le transfert ionique
et la perméabilité apparente (Papp), qui indique le flux unidirectionnel (apical vers basal) d’eau
et de composés non électrolytiques ainsi que la taille des pores formés par les TJs (Spring
1998). L’évaluation de la TEER dans notre modéle a été faite tout le long des cultures et a
lissue de la stimulation inflammatoire. Nous observons de fagon cohérente une augmentation
de la TEER dans les premiers jours de culture jusqu’a un plateau indiquant I'établissement de
'uniformité et de l'intégrité de la monocouche cellulaire intestinale. L’association des Caco-2
avec les cellules HT29-MTX induit tel qu’attendu une TEER inférieure a celle observée dans la
monoculture de Caco-2. Cette observation est cohérente avec celle d’autres auteurs (Araujo et
Sarmento 2013; Béduneau et al. 2014). Cela serait d0 a des différences de réarrangement du
complexe de jonctions serrées (AJC) entre les deux types des cellules entrainant un
accroissement plus important des espaces intercellulaires dans les cellules caliciformes les
rendant plus perméables (Hilgendorf et al. 2000; Pontier et al. 2001; Béduneau et al. 2014). De
plus, I'ajout des THP 1 au modéle a pour conséquence une légére diminution de la TEER,
montrant que la seule présence des THP-1 modifie lintégrité de la monocouche via
probablement des communications intercellulaires par des facteurs solubles tels que les
cytokines (Satsu et al. 2006; Moyes, Morris, et Carr 2010).

Quant a l'effet de la stimulation nous n’avons pas observé de différences de TEER par
rapport au modele non stimulé et ce quelle que soit la dose utilisée. Ceci est en cohérence avec
Van del Walle et al. (2010) qui ont étudié I'effet de plusieurs stimulants d’inflammation appliqués
seuls ou en combinaison (LPS, TNF-a, IFN-y, IL-1B) sur la TEER en utilisant des cellules
Caco-2 qui ont montré un effet de diminution uniquement aprés traitement avec de I'lL-13 a une
concentration de 25 ng/mL. (Van De Walle et al. 2010).

Nous avons en parallele mesuré la perméabilité apparente du rouge de phénol. Nous
aurions pu nous attendre a une augmentation de la perméabilité entre la mono et la biculture
compte-tenu des observations faites lors de la mesure de la TEER, mais cela n’a pas été le
cas, contrairement a ce qui a été observé dans d’autres études (Hilgendorf et al. 2000). Nous
aurions donc deux mesures physiques (diffusion et résistance) qui rendraient compte de deux
phénomeénes différents. D’aprés les observations de Ranaldi et al (2003) ces deux paramétres
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(TEER et Papp) ne seraient pas toujours corrélés et ils devraient étre utilisés de facon
complémentaire (Ranaldi et al. 2003).

Par contre, dans le modéle de tri-culture, nous avons observé une augmentation du
passage du rouge de phénol plus importante sous I'effet des deux doses de stimulation. En
effet, comme plusieurs études l'ont montré, la présence de cytokines pro-inflammatoires
entraine une augmentation de cette perméabilité due a laltération des jonctions serrées
(F. Wang et al. 2005; Utech et al. 2005; Al-Sadi et al. 2011; Watson et al. 2005). Pour confirmer
ce phénoméne nous avons réalisé I'immunomarquage fluorescent de trois protéines (claudine,
occludine et ZO-1) lesquelles font partie du complexe AJC. Nous avons observé une différence
entre les trois conditions expérimentales, a savoir le modéle de biculture et le modéle de tri-
culture stimulé ou non par le cocktail pro-inflammatoire. Ces protéines sont habituellement bien
localisées au niveau des membranes apicales, délimitant ainsi le périmétre de la cellule comme
nous I'avons observé dans la biculture des cellules intestinales, avec un signal fluorescent net
et régulier. Dans le cas de la tri-culture, I'association des cellules intestinales avec les THP-1
modifie la localisation des protéines et leur organisation cellulaire, puisqu’on les trouve plus
diffuses au niveau des membranes apicales. Cette délocalisation pourrait avoir pour
conséquence une altération de la structure des jonctions serrées et donc de leur role
d’étanchéité, qui pourrait étre responsable de 'augmentation de la perméabilité membranaire,
comme observée avec la TEER et le transport du rouge de phénol. Dans ce cas, il semble que
la stimulation pro-inflammatoire du modéle accentue légérement ce phénomeéne. Ces
observations sont cohérentes avec d’autres études qui montrent que certaines cytokines
comme le TNF-a ou I'lFNy entrainent une redistribution des protéines des TJs (F. Wang et al.
2005; Leonard, Collnot, et Lehr 2010; Li et al. 2013; Lee 2015). A l'issue de ces différentes
experiences, nous avons donc pu montrer que notre modele présentait bien une augmentation
de la perméabilité membranaire, marqueur d’inflammation.

D’autre part, selon la littérature, I'inflammation modifie aussi I'état de la couche de mucus.
Ainsi chez les patientes souffrant de MICI (McGuckin et al. 2009) la couche de mucus est
altérée et, en réaction l'intestin augmente sa production pour d’'une part piéger les bactéries qui
ont pu rentrer en contact avec la barriére épithéliale, ce qui entretient I'inflammation (Vindigni et
al. 2016; Johansson et al. 2008), et d’autre part reconstituer la couche de mucus endommagée
(Van Seuningen et al. 2001). Nous avons effectivement observé par microscopie confocale de
fluorescence une augmentation de la production de la mucine MUCS5AC lors de la stimulation.
De la méme fagon, Smirnova et al (2000) ont montré une hyperproduction de cette mucine par
des HT29-MTX suite a la stimulation avec TNF-a (Smirnova, Birchall, et Pearson 2000). Il existe
aussi des rapports concernant la surexpression du géne codant pour la mucine MUC5AC par
d’autres types de cellules épithéliales par effet du LPS et TNF-a (Zen et al. 2002).

Une fois le modéle mis au point et validé, nous avons réalisé une premiére série
d’expériences avec la BCX, un des principals caroténoides pro-vitaminiques des agrumes, pour
étudier son interaction avec un intestin en état d’'inflammation. Il n’existe malheureusement que
peu d’'informations a ce sujet dans la littérature, bien qu'il existe des rapports concernant le
potentiel antioxydant de la BCX (Lorenzo et al. 2009; Navarro et al. 2011; Chisté et al. 2014).
La BCX étant une molécule lipophile, elle nécessite d’étre solubilisée dans des micelles pour
pouvoir étre absorbée. Nous avons donc étudié le transport ainsi que I'effet de la BCX sur
linflammation en utilisant deux types de micelles : a base de Tween 40 et physiologiques a
base de sels biliaires et de phospholipides. Néanmoins, au vu des premiers résultats obtenus,
I'étude d’une telle molécule sur le modéle semble compliquée car nous avons rencontré des
effets imprévus liés aux substances composant les micelles. Ainsi les micelles artificielles ou
physiologiques, bien que largement utilisées pour I'étude des caroténoides (O’Sullivan, Ryan, et
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O’Brien 2007; Dhuique-Mayer et al. 2007; During, Doraiswamy, et Harrison 2008) ont montré un
effet cytotoxique important lors d’'un temps de conctact de 20h. Le pouvoir détergeant du Tween
40 et des sels biliaires pourrait expliquer ce phénoméne. Il a été montré que les sels biliaires
peuvent avoir un effet délétére sur les membranes a une certaine concentration (Meaney et
O’Driscoll 2000; Dial et al. 2008).

Il est intéressant de noter par ailleurs qu’en présence de BCX la toxicité des micelles
Tween est fortement amoindrie, laissant présager un éventuel effet protecteur, ce qui n’est pas
le cas par contre avec les micelles physiologiques. Par la suite, nous avons pu montrer qu’une
diminution du temps de contact a 2h, permettait d’éviter la cytotoxicité des micelles
physiologiques.

Nous avons aussi évalué le transport de la BCX dans les conditions d’exposition
prolongée et nous avons observé un taux de transport stable (autour de 11%) dans le cas des
micelles artificielles qu’elles que soient les conditions de culture (bi- ou tri-culture) ou de
stimulation, ne montrant aucun effet de l'inflammation sur le transport et indépendamment de la
toxicité du Tween. Par contre, dans le cas des micelles physiologiques, le taux de transport a
été augmenté de 12 % (biculture) a 14,7 % dans le modéle de tri-culture stimulé ou non. Nous
pourrions alors envisager 'hypothése que dans ce cas, la présence des cellules immunitaires et
les effets des cytokines produites associés a I'effet délétére des micelles aient pu augmenter le
passage de la BCX a travers la monocouche épithéliale.

Concernant l'effet sur l'inflammation, les résultats sont dans I'ensemble difficilement
interprétables. En effet, nous avons observé une tendance des micelles de BCX a diminuer la
production de I'lL-6 et L’IL-8 (par les THP-1) dans le modéle inflammé quel que soit le temps
d’exposition (20h ou 2h). Cependant le véhicule seul semble avoir aussi un impact, que ce soit
le Tween ou les micelles physiologiques. Nous nous sommes alors interrogés sur la cytotoxicité
éventuelle du véhicule sur les THP-1, qui aurait de ce fait diminué la quantité de cytokines
produites, mais la mesure de la LDH libérée par les THP-1 n’a montré aucune toxicité, réfutant
cette hypothése. Il y a donc bien un effet atténuant des véhicules sur la production de certaines
cytokines, ce qui a ce jour reste inexplicable. Toutefois, ce sont des résultats préliminaires qui
méritent d’étre approfondis. Concernant I'expression des génes codant pour iINOS et COX-2,
les résultats sont difficiles a interpréter et manquent de cohérence, mais un effet véhicule est
aussi observé. Ces résultats restent préliminaires et non concluants ce qui nous aménerait a
proposer la poursuite de cette étude afin de mieux clarifier le réle du véhicule versus celui de la
BCX.

Ainsi, le modéle développé avait pour objectif de se rapprocher de la physiologie humaine
de lintestin en état d’inflammation avec I'ajout des HT29-MTX permettant la production de
mucus au niveau apical et des cellules immunitaires THP-1, représentant les macrophages
présents dans la lamina propria. Nous avons pu montrer que notre modéle répondait bien a un
stimulus pro-inflammatoire par 'augmentation des marqueurs d’inflammation attendus, tels que
la production de cytokines et d’enzymes, une altération de la perméabilité épithéliale et une
surproduction de mucus. Nous pouvons alors considérer que ce modéle permettra par la suite
d’étudier I'effet de micro-constituants alimentaires sur I'inflammation intestinale en mettant en
évidence d’éventuels potentiels antioxydants et anti-inflammatoires ainsi que d’étudier les
mécanismes au niveau cellulaire et moléculaire, ce qui n’est pas toujours facilement réalisable
in vivo.

Néanmoins, comme pour tous les modéles in vitro nous pouvons noter des faiblesses
inhérentes a la culture cellulaire elle-méme et aux modeéles 2D. Nous avons ainsi observé de
faibles quantités des cytokines produites par les cellules intestinales aprés stimulation, ce qui
n’est pas cohérent avec certains autres auteurs. Une autre limite du modéle réside dans le fait
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que la production de cytokines n’est jamais identique d’'une expérience a une autre en terme de
quantités, rendant parfois difficile l'interprétation, d’ou la nécessité d’avoir plusieurs controles
négatifs a chaque fois ce qui alourdit les expériences. De plus, nous aurions espéré également
des résultats concernant la perméabilité et les mesures de TEER plus conformes a ceux
rapportés dans la littérature, c’est-a-dire une diminution plus importante. Ceci est probablement
di a la différence de cocktail de stimulation utilisé. En régle générale, une meilleure
reproductibilité des effets serait a rechercher en essayant de mieux cerner et maitriser les
parameétres qui pourraient influer sur les variations observées. Par ailleurs, dans le cas des
composés liposolubles, une étude plus approfondie de I'effet des véhicules utilisés vs I'effet réel
du composé étudié serait aussi une perspective a envisager.

Finalement, les derniers travaux de recherche réalisés grace aux avancées
technologiques et I'établissement des modéles 3D, montrent que le manque de matrice
extracellulaire dans les modéles in vitro aurait un effet sur le comportement, distribution dans
'espace et les réponses des cellules di aux interactions de ces derniéres avec les protéines de
la matrice (Griffith et Swartz 2006; Ravi et al. 2015; Langhans 2018). Ainsi, l'utilisation d’'une
matrice extracellulaire dans notre modeéle pourrait aussi étre envisagée afin d’améliorer la
fiabilité et reproductibilité des réponses cellulaires, méme si ceci nécessiterait encore des mises
au points importantes.
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L’objectif principal de ce travail de thése était de mettre au point un modéle in vitro
d’'inflammation intestinale associant plusieurs lignées cellulaires en co-culture. L’objectif
secondaire était alors d’étudier l'interaction d’'un caroténoide des agrumes, la BCX avec le
modele.

La premiére partie du travail de thése a donc consisté en de nombreuses mises au point
meéthodologiques dans le but d’établir notamment les conditions de culture et de stimulation
inflammatoire. Nous avons retenu un cocktail pro-inflammatoire a base de LPS / IFNy, a deux
doses différentes : une dose dite faible (50ng/mL LPS - 5ng/mL IFNy) et une dose dite forte
(1 pg/mL LPS - 50 ng/mL IFNy). Le temps de stimulation par le cocktail a été fixé a 18h. Le
modeéle in vitro que nous avons développé au sein du laboratoire avait pour objectif de se
rapprocher au mieux de la physiologie humaine de l'intestin en état d’'inflammation. L’'ajout des
HT29 MTX aux Caco-2 TC7 (1 : 9) a alors permis la production de mucus au niveau apical,
comme nous I'avons démontré par plusieurs méthodes de coloration ou d'immunomarquage.
L’établissement des marqueurs d’inflammation, comme la production de cytokines pro-
inflammatoires (IL6, IL8 et TNF) et d’enzymes (iINOS et COX2) montre l'intérét de I'ajout des
THP-1 au niveau basal en rapprochant le modéle des conditions physiologiques, a savoir la
présence des macrophages dans la lamina propria sous la monocouche épithéliale. Nous
avons pu voir que l'expression des genes codant pour ces marqueurs était egalement
augmentée dans le modéle inflammé. Par ailleurs, la présence des THP-1 a permis aussi
d’établir une altération de l'intégrité de la monocouche épithéliale, via un réarrangement des
jonctions serrées par délocalisation des protéines les constituant (observé par
immunofluorescence), entrainant une augmentation de Ila perméabilité épithéliale,
caractéristique majeure de l'inflammation de lintestin. Enfin, une surproduction de la mucine
MUCS5AC présente dans le mucus a été montrée dans le modéle, ce qui est typique aussi d’'un
intestin en état d’inflammation.

Suite a cette premiére phase de développement, nous avons donc pu établir un modéle in
vitro répondant a un stimulus pro-inflammatoire par I'établissement de plusieurs marqueurs
d’'inflammation, lequel est par ailleurs réduit en présence d’'un puissant anti-inflammatoire
pharmaceutique tel que la dexaméthasone. Ceci laisse envisager l'utilisation de ce modéle par
la suite pour I'étude de composés bioactifs.

La deuxiéme partie de ce travail a concerné I'étude de la BCX et les premiers résultats
obtenus ont révélé des difficultés liées a la nécessité de solubiliser préalablement la BCX,
liposoluble, dans des micelles, permettant son absorption. Nous avons utilisé deux types de
micelles, a base soit de Tween 40 (artificielles) soit de sels biliaires et phospholipides
(physiologiques), lesquels se sont avérés toxiques dans un premier temps, lors d’une exposition
prolongée sur les cellules. La réduction du temps d’exposition a 2h a permis d’éviter cette
cytotoxicité. Concernant l'effet sur linflammation, les premiers résultats sont difficilement
interprétables en particulier concernant la production des cytokines et I'expression de leur géne.
En effet, bien que les micelles de BCX montrent une tendance a diminuer la production de
certaines cytokines (IL6 et IL8), le réle des constituants des micelles (Tween 40 ou sels
biliaires/phospholipides) dans le phénoméne observé reste a clarifier par la suite.

D’autre part, I'étude de composés bioactifs tels que les caroténoides ne s’arréte pas qu’a
celle des molécules isolées. Ces molécules sont toujours intégrées dans les aliments a une
matrice avec d’autres constituants, comme par exemple les polyphénols. Il serait alors
intéressant par la suite d’étudier les possibles interactions (synergie ou antagonisme) entre les
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différents composés bioactifs, ainsi que le réle de la matrice alimentaire. Ceci serait une
perspective d’utilisation du modéle. Par ailleurs, le modele pourrait aussi étre envisagé pour
étre utilisé dans des études sur la relation microbiote intestinal-inflammation-composés bioactifs
telles que par exemple I'étude de linteraction des bactéries lactiques avec le modéle en état
d’'inflammation et leur adhésion a la couche de mucus.

Pour conclure, les modéles de culture cellulaire les plus couramment utilisés sont établis
dans des conditions bidimensionnelles (2D) comme cela a été notre cas. Néanmoins, ceci
n‘empéche pas d’envisager des améliorations que notre modeéle pourrait avoir par la suite
comme l'utilisation d’'une matrice extracellulaire, avec les mises au point nécessaires mais
toujours dans le but de se rapprocher in vitro des conditions physiologiques humaines ce qui
permet de diminuer I'expérimentation animale. Les avancées technologiques dans le domaine
de la culture cellulaire sont encore attendues et dans cet esprit le modéle ici mis en place
permettra au laboratoire de Nutripass d’évoluer dans le sens d’'une meilleure compréhension de
la relation alimentation-inflammation intestinale tout en cherchant a minimiser I'expérimentation
animale.

CONCLUSION 79



ANNEXES

80



ANNEXE A

Table 1. Gut inflammation 2D co-culture models

Model

Caco-2/THP-1

Caco-2/Raw 264.7

ANNEXE A

Cell type(s) & source

Human colon
adenocarcinoma / Human
peripheral blood (acute
monocytic leukemia) cell
lines

Human colon
adenocarcinoma / Murine
macrophage cell lines

ANNEXE A

Objective(s)

Effect of lycopene on pro-inflammatory
targets of intestinal and immune cell lines

Microparticle uptake

Effect of macrophages on intestinal epithelial
cells
Evaluation of the talk between

intestinal epithelium and macrophages

Cross

Migration of immune cells into intestinal
epithelial cell monolayers

Effect of chickpea protein hydrolysates on
cell proliferation

Bioaccessibility, bioavailability and anti-
inflammatory effects of polyphenols
Anti-inflammatory effects of hit or lead
drugs from the MicroSource Pure Natural
Products Collection and Sigma-Aldrich
database

Effect of fucoidan (from brown algae) on gut
inflammation

Anti-inflammatory effects of Smabucus nigra
fruit extract on LPS-stimulated macrophage-
type cells

Anti-inflammatory  effects of
quelpaertensis leaf extract (SQE) on LPS-

Sasa

Particular features

/

Caco-2 cells were cultured on inverted Millicell inserts
(12 um pore size) and then re-orientated before adding
THP-1 to allow contact with the porous membrane at
the basolateral side of the cells.

/

Compounds were chosen according to a quantitative
structure-activity  relationship ~model
molecular topology to predict the IL-6 mediated anti-
UC activity.

based on

Reference

(Makon-
Sébastien et al.
2014)
(Moyes, Morris,
et Carr 2010)
(Satsu et al.
2006)
(Kanzato,
Manabe, et
Shimizu 2014)
(Mori, Satsu, et
Shimizu 2003)

(Girén-Calle,
Alaiz, et Vioque
2010)

(H. Zhang et al.
2017)
(Galvez-
Llompart et al.
2013)

(Tanoue et al.
2008)
(Olejnik et al.
2015)

(K.-M. Kim et
al. 2015)
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Caco-2/ PBMC

Caco-2/HT29-
MTX/PBMC

Caco-2/HT29-
MTX/THP-1

ANNEXE A

Human colon
adenocarcinoma cell line /
Human peripheral blood
mononuclear cells

Human colon
adenocarcinoma cell line /
Murine peripheral blood
mononuclear cells
Human colon
adenocarcinoma cell lines /
Human peripheral blood
mononuclear cells

Human colon
adenocarcinoma / Human
peripheral blood (acute
monocytic leukemia) cell
lines

stimulated co-culture

Anti-inflammatory capacity of fruit juices
enriched with pine bark extract (PBE)

Effect of arsenical species on the release of
cytokines
Lactobacillus ~ casei  subsp.  rhamnosus
(Lcr35) anti-inflammatory effect on Caco-2
cells.

Effect of bacterial products (LPS, MDP) on

enterocyte-macrophage interaction

Interaction between PBMC and enterocytes
during challenge with bacteria
(Nonpathogenic E. coli)

Validation of an in vitro M-cell model

Salmonella enterica and intestinal cells
interactions under different Fe concentrations
using an in vitro colonic fermentation system
inoculated with immobilized child microbiota

Anti-inflammatory and antioxidant capability
of carotenoids/polyphenols from plum and
cabbage digesta on a stimulated model (LPS,
TNF-a & IL-1B)

Caco-2 cells were cultured on inverted Transwells and
then re-orientated before adding PBMC to allow cell-
cell contact.

Caco-2 cells were cultured on inverted Transwells (0.3
um pore size) and then re-orientated before adding
isolated Peyer's patch lymphocytes to allow cell-cell
contact.

Intestinal cell lines were seeded on the apical side of
the inserts to which S. enterica N-15 in DMEM or
effluents, both with different Fe
concentrations, was added. Freshly collected PBMC
were added to the basolateral compartment with
different concentrations of Fe.

fermentation

Intestinal cell lines were seeded on inserts apical side
and immune cells on the basolateral compartment.

(Frontela-Saseta
etal. 2013)
(Calatayud et al.
2014)
(Fang et al.
2010)

(P. C. Tyrer et
al. 2011)

(A. Parlesak et
al. 2004)

(P. Tyrer et al.
2002)

(Dostal et al.
2014)

(Kaulmann,
Legay, et al.
2016)
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Caco-2/Raji B Human colon

adenocarcinoma / Human

Burkitt's lymphoma cell

lines

Caco-2/HT29-
MTX/Raji B

Human colon
adenocarcinoma / Human
Burkitt's lymphoma
cell lines

Caco-2/ISO-HAS-1 Human colon
adenocarcinoma/ Human
microvascular endothelial
cell lines
SW480/THP-1 Human colorectal
adenocarcinoma / Human
peripheral blood (acute
monocytic leukemia) cell
lines
Murine intestinal epithelial
cells/ dendritic cells /
murine bone marrow-DCs
cells

m-ICy / DCs

ANNEXE A

Improvement of an in vitro model of human
follicle-associated epithelium (FAE) to study
nanoparticle transport mechanisms by M
cells

Establishment of a tissue-engineered model
for oral drug delivery studies

Development of a triple culture intestinal
model to study nanoparticle mobility

Evaluation of co-culture interactions with
nanosized drug vehicles or contrast agents
during an inflammatory induced state

Investigation of the effects of HMGBI
inhibitors in a LPS stimulated model

Probiotic bacteria strain-specific immune-
modulatory capacities: impact on dendritic
cells maturation

Two models were set up, one with Raji B cells in the
basolateral compartment of a
compartmentalized model and the other where inserts
containing Caco-2 cells were inverted in order to seed
Raji B cells in contact with the porous membrane at
the basolateral side of the intestinal cells.

Two models were set up: one in which Intestinal cell
lines were seeded on Transwell inserts and Raji-B cells
were added to the basolateral compartment and an
inverted model in which intestinal cells were seeded on
the basal side of the membrane and then Raji B cells
were seeded on the apical side of the insert.

Intestinal cell lines were seeded on the apical side of
Transwell inserts and Raji-B cells were seeded on the
basolateral compartment.

Transwell inserts were coated with collagen I and
inverted, ISO-HAS-1 cells were seeded on the lower
side and after 2 h of adhesion, the inserts were re-
inverted and Caco-2 cells seeded in the upper
compartment.

SW480 cells were prepared in the lower chamber of
Transwell inserts and THP-1 cells were loaded into the
upper chamber.

standard

(des Rieux et al.
2007)

(Antunes et al.
2013; Aratjo et
al. 2016; Aradjo

et Sarmento
2013)

(Schimpel et al.
2014)

(Kasper et al.
2016)

(F.-C. Wang
2015)

(Zoumpopoulou
et al. 2009)
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Table 2. Gut 3D culture models

Model
3D human small
intestinal villous

Multicellular
organotypic model
of human intestinal

mucosa

3D setup of
intestinal mucosa

3D co-culture
(intestinal epithelial
cells-fibroblast
model)
3D intestinal
culture

HEALTHY GUT

ANNEXE B

Cell type(s) & source
Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

HCT-8 (human ilieocecal
adenocarcinoma), CCD-
18Co (human colon
fibroblast), HUVEC (human
umbilical vein endothelial
cells)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma), THP-1
(human macrophages),
MUTZ-3 (human dendritic
cells)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma) / NHDF
(normal human dermal
fibroblasts)

T84 (human colon
carcinoma, lung metastasis),
Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)
Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

ANNEXE B

Objective(s)
Development of a 3D hydrogel scaffold
model to accurately replicate the shape
and size of human small intestinal villi to
test drug permeability
Development of an organotypic model
with  close

structural and functional

resemblance to the human intestinal

mucosa

Development of a 3D intestinal model for
drug delivery studies and to assess
nanomaterial toxicity in healthy or disease
conditions

To study TJ expression and cell
differentiation in a 3D model

Effect of TNFa and IFNy on paracellular
permeability and morphogenesis in 3D
T84 and Caco-2 luminal spheres

Development of microporous, polymeric
membranes that are either flat or contain
controllable 3-dimensional shapes that can
be integrated in microfluidic, multi-organ
cell culture systems

Study of epithelial morphogenesis

Particular features
Cells cultured on a soft-hydrogel structure.

Model includes fibroblasts, lymphocytes, epithelial
and endothelial cells embedded in a protein
enriched collagen I matrix. Cells can differentiate
into several lineages (goblet cells, M cells and
differentiated enterocytes).

Immune cells were embedded in a collagen
scaffold, seeded on the apical side of inserts and
Caco-2 cells, on top of this layer.

Co-cultures of intestinal and endothelial cells; 1L-
Caco-2/1L-NHDF and 1L-Caco-2/8L-NHDF were
constructed using a cell-coat (nano-ECM of
fibronectin and gelatin) technology.

Cells were seeded in Matrigel™ in order to form

spheres.

Membranes can be integrated with microfluidic,
multi-organ cell culture systems, providing access
to both apical and basolateral sides.

To produce cysts, Caco-2 cells were plated either
on top of the ECM (Matrigel™), for time lapse or

Reference
(Yuetal. 2012)

(Salerno-
Goncalves, Fasano,
et Sztein 2011)

(Collnot, Susewind,
et Lehr 2013;
Susewind et al.
2016)
(Matsusaki et al.
2015)

(K. Juuti-Uusitalo
etal. 2011)

(Esch et al. 2012)

(Jaffe et al. 2008)
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Human gut-on-a-
chip

Intestinal

microfluidic system

Intestinal
microscale cell
culture analog

(LCCA)

Intestinal
microfluidic device

Microfluidic gut-
on-a-chip

Intestinal
microfluidic chip

Intestinal

ANNEXE B

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 and HT29-MTX
(human adenocarcinoma),

HepG2/C3A
(human hepatocellular
carcinoma)
Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma)

Caco-2 (human colon

Toxicity and inflammatory effects of
different-sized ZnO nanoparticles (NPs) at
various concentrations seeded in 3D
cultures

Development of a biomimetic ‘human

gut-on-a-chip’

Development of a microchip-based
system to mimic the intestine

Development of an in vitro microscale
cell culture analog (uCCA) to the
gastrointestinal tract

Development of an integrated
microfluidic ~ system  for  long-term
perfusion culture and on-line monitoring
of intestinal tissue models

Reproduce the 3D villi structure and the
fluidic shear in a microfluidic chip

Evaluation of Ca”" transport

Development of a microfluidic device that

embedded in the ECM (collagen I and Matrigel™),
for immunofluorescence.

The cells were seeded and immobilized in agarose
gel.

Micro-device composed of two microfluidic
channels separated by a porous flexible membrane
coated with ECM (collagen and Matrigel™) and
lined with human intestinal epithelial (Caco-2)
cells.

Microchip composed of a glass slide, a permeable
membrane, and polydimethylsiloxane sheets,
containing microchannels and Caco-2 cells seeded
on the membrane.

Intestinal cells seeded on polycarbonate (0.4 pm)
membranes, fCCA coated with poly-D-lysine and
plasma fibronectin and HepG2/C3A cells seeded
into the liver chamber. A peristaltic pump was used
to simulate medium re-circulation.

The microfluidic structure is divided into two
independent channels separated by a semipermeable
membrane enabling the detection of polarized
Caco-2 transport activity.

Cells were seeded on a collagen scaffold (villi)
incorporated into a microfluidic device consisting
of three layers of polydimethyl-siloxane (PDMS), a
slide glass and a polyester (PET) membrane

The chip was made of two PDMS layers, two
polymethylmethacrylate (PMMA) layers, a PET
membrane (0.4um) and a glass slide. Ag/AgCl
electrodes were included in the device.

Caco-2 cells were seeded on a porous membrane

(Z. Wu et al. 2017)

(H.J. Kim et al.
2012; H. J. Kim et
Ingber 2013)

(Imura et al. 2009)

(Mahler et al. 2009)

(Kimura et al.

2008)

(Shim et al. 2017)

(C. Huang et al.
2014)

(Chi et al. 2015)
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microfluidic device

3D in vitro
intestinal mucosa
model

Intestinal inflamed
3D cell-culture
model

3D co-culture
(intestinal epithelial
cell-macrophage)

INFLAMED GUT

model

NutriChip

Microfluidic chip

ANNEXE B

adenocarcinoma

Caco-2 and HT29-MTX
(human adenocarcinoma),
THP-1 (human peripheral

blood -acute monocytic

leukemia), MEFs, PO
(primary mouse embryonic
fibroblast)
Caco-2, HT29, T84 (human
colon adenocarcinoma) /
PBMC (human peripheral
blood mononuclear cells)
Caco-2 (human
adenocarcinoma), THP-1
(human peripheral blood -
acute monocytic leukemia)
HT29 (human colon
adenocarcinoma), U937
(human monocyte-
histiocytic lymphoma)

Caco-2 (human colon
adenocarcinoma), U937
(human monocyte-
histiocytic lymphoma)

Caco-2 (human
adenocarcinoma), U937
(human monocyte-
histiocytic lymphoma)

mimics human intestinal properties

Development of an improved 3D in vitro
intestinal mucosa model to evaluate drug
absorption.

Development of a 3D co-culture of human
intestinal and immune cells stimulated
model for anti-inflammatory  drug
screening and their formulations
Evaluation of the delivery efficacy of
nanoparticles

Study of Salmonella enterica colonization
patterns

Development of an integrated
microfluidic platform to investigate the
potential immuno-modulatory function of
dairy food

of a microfluidic-based
vitro  model

Development
dynamic in
intestinal barrier

of human

coated with fibronectin between two layers of
polydimethylsiloxane (PDMS).

MEFs were dispersed in a type rat tail collagen
solution. Intestinal cells were seeded on the top of
the formed collagen gel. The co-culture was then
transferred to a receiver plate pre-seeded with THP-
1 derived macrophages.

Macrophages and dendritic cells derived from
PBMC were embedded in a collagen layer on a
Transwell insert and Caco-2 cells were seeded on
top.

THP-1 and Caco-2 cells were embedded in a
Matrigel ™ solution.

U937 cells were activated upon collagen-coated
scaffolds. HT-29 epithelial cells were then added
and the 3D model was cultured in the NASA
Rotating Wall Vessel bioreactor until optimal
differentiation was reached.

The core component of the NutriChip is a
miniaturized artificial human gastrointestinal tract
(GIT), which consists of a confluent layer of
epithelial cells separated from a co-culture of
immune cells by a permeable membrane.
Continuous perfusion of culture media from the
apical and basolateral side of the porous membrane
mimics physiological flow.

(Li et al. 2013)

(Leonard et al.

2012; Leonard,

Collnot, et Lehr
2010)

(Z. Huang et al.
2014)

(Barrila et al. 2017)

(Ramadan et al.

2013; Vergeres et
al. 2012)

(Ramadan et Jing
2016)
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ANNEXE C

Liste de communications

Publications dans des revues internationales a comité de lecture.

Critical Reviews in Food Science and Nutrition
Octobre 2018, 1-19. doi:10.1080/10408398.2018.1506734
« Intestinal in vitro cell culture models and their potential to study the effect of food components
on intestinal inflammation »
Ponce de Ledén-Rodriguez MC., Guyot JP., Laurent-Babot C.

Article en préparation
« Development of an in vitro model of intestinal inflammation using three cell lines in co-culture»

Communications orales dans congres.

BACIF 2017, Lodz, Pologne.
« An intestinal inflammation cell tri-culture model: study of the interaction with a citrus
carotenoid (B-cryptoxanthin) »
Maria del Carmen Ponce de Ledn R, Jean-Pierre Guyot, Frederic Boudard, Caroline Guzman,
Claudie Dhuique-Mayer, Nicolas Leconte, Caroline Laurent

JFN 2017, Nantes, France.
« Micro-constituants alimentaires et inflammation intestinale : Développement d’'un modéle de
triculture cellulaire »
Maria Del Carmen Ponce De Ledn R, Frederic Boudard, Caroline Guzman, Claudie Dhuique-
Mayer, Nicolas Leconte, Jean-Pierre Guyot, Caroline Laurent

Communications affichées.

Journée filiere APAB Ecole Doctorale GAIA 2017, Montpellier, France.
« Development of an intestinal inflammation cell tri-culture model »
Maria del Carmen Ponce de Ledn R, Frederic Boudard, Caroline Guzman, Claudie Dhuique-
Mayer, Nicolas Leconte, Jean-Pierre Guyot, Caroline Laurent

JFN 2016, Montpellier, France.
Prix « Meilleurs posters » avec communication orale courte (90 s).
« Micro-constituants alimentaires et inflammation intestinale : Premieres étapes du
développement d’'un modele 3D de co-culture cellulaire »
Maria del Carmen Ponce de Ledn R, Frederic Boudard, Caroline Guzman, Claudie Dhuique-
Mayer, Jean-Pierre Guyot, Caroline Laurent
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