N

N

Etude de la potentialisation de la curcumine par des
nanoparticules pour traiter les maladies inflammatoires
chroniques de l’intestin
Norhane Salah

» To cite this version:

Norhane Salah. Etude de la potentialisation de la curcumine par des nanoparticules pour traiter les
maladies inflammatoires chroniques de l'intestin. Médecine humaine et pathologie. Université de Lille,
2022. Francais. NNT': 2022ULILS045 . tel-04030475

HAL Id: tel-04030475
https://theses.hal.science/tel-04030475
Submitted on 15 Mar 2023

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-04030475
https://hal.archives-ouvertes.fr

2 |

B I Université 4

s CHU i Inserm Q& detite |nf|f]“|te
) °

nnnnn

Université de Lille

Ecole doctorale Biologie-Santé de Lille

THESE

Pour I'obtention du grade de

DOCTEUR DE L'UNIVERSITE DE LILLE

Discipline : Physiologie, Physiopathologie et Biologie systémique médicale

Présentée et soutenue publiqguement par

Norhane SALAH

Le 01 Décembre 2022

Etude de la potentialisation de la curcumine par des nanoparticules pour traiter
les maladies inflammatoires chroniques de l'intestin

Composition du jury :

Président : Dr Laurent DUBUQUOY — Université de Lille - INFINITE

Rapporteurs : Dr Rachel MARION-LETELLIER — Université de Rouen - INSERM UMR 1073
Dr Frederico PERCHE — CBM - CNRS Orléans

Examinateurs : Dr Laurent DUBUQUOY — Université de Lille - INFINITE

Directeur de Theése : Pr Didier BETBEDER - Université de Lille - VAXINANO






T Al S MAt I ES ... euieitiiireieereirerteteireeeerneresesnsressessssesssssssesssssssesssssssessssssssssssssssssssssssssssassssnssassssnssasssnns 3

(2= 43 =T oL T= 4 =T 4 U 7
[ =0 LT T o ol =T 9
Liste des abréviations .......cceeuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiinnrrrr e e s e s e a e 10
Liste des figures et tableauX.......ccciieeiiiiiiiiiiiiieicnrcecc e srene e s rees s s s s ennssesssenssssssennnssssannnnanas 12
Préambule - OBjJECtifs ...ccuuiiiiiiiiiiiiireccrrr e e e s s s nn e s s s e nns s s s e nnnsssannnnanas 14
Partie 1. INTRODUCTION......cccuctiiiittuiiiiinniiiiieneisiiinssisiiessiismmsssssssmesssssstessssssssssssssssssnssssssssssssssssssssssns 16
1. GENAralite SUr IINTESTIN ..uuuuiii e aaas 17
2. Fonctions de 'iNtestin ......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e a e ea e 19

2.1, SECTELION JADSOIPLION . .vietieiiectie ettt ettt e et eee e e beesteesteesteeetbeeabeeabe e beesbaessaesaseesbeenbaestaesteesasesasesnseenbeeseensns 20

2.2, FONCHION DAITIEIE ..ottt et ettt ettt e st e s bt e s ab e s bt e s bt e e e abeeeabeesabeesabeeesabeesabeesnteesareeenans 21
- Les compPoSants EXEFACEHUIGINE ......ccviiii ettt e e et e e e et te e e e ebteeesebteeeesbteeaesstaeeesstaneesasseeaeannes 21
2 L IMIUCUS ..ttt ettt ettt e e et e e st e e e et e e s e b et e e s e et e e s e et e e s s ba e e e s s na e e e s senrn e e s sanreeessnee 22

e T < o1 e U T ot AT b= I 11 DO 23
10N =] o TV 1SR 24
= CellUIES CAlICIfOIME ... et h ettt et b e bt e s bt e she e sat e et e et e e ebeesaeesatesabe e be e beeabeesmeeeneeennean 25
2 CEIIUIES I ettt b ettt e bt e bt e e bt e e bt e sae e e a bt e be e bt e e bt e eh et eae e et e e ke e be e sheeeabe e be e be e bt e aheeeaeeeateetean 26
S CellUles dE PANETH ...t sttt ettt s b e e bt e e re e sne e eaeeene s 27
Y [o] g Yot u To T LY =T o =TSSP PR 29
ol =X o) Tt u o) g R oo o Y0 g 10T T or=] o} o E 3PP 30

2.4, Permeéabilité INtESTINGIE.......couei et st s s 31
- La régulation de 1a permeéabilité INTESTINGIE.........coocuiii i et e et e e e e be e e e e sabe e e e e abae e e e nreeas 31
- Les signaux PPR dans Un €PithE&lIUM SAIN .....ciicuiiiiiiiie ettt e e et e e e et e e e e sabae e s e sabeee e esabeeeeenareeas 32
3. IMMUNITE INtESTINAIE ...cciiiiiiiiiiiiiiiii e e e eee 33

3.1, Permeéabilité INtESTINGIE......ccoueeeie et sttt e s e s ne e s 34

3.2, Cellules iIMMUNITAITES INNEES.......oocuiiiieiieeeree ettt sttt s e st e st e e b e e sbeesaeesanesanesre e neennes 36
e\ = Tel o] o o= =TSSR 37
O] |1 F=T o 1= o Lo [ 4 o [V =TSSP 38



3.2. Cellules immuUNItaires @daPtatiVES.......cciiciiie it e et e e et e e e rata e e e ssataeeessssaeeesansseeesasaneenas

Y 4 T'e] oo TV o T S PUPR

Y 0 ]'e] oo TV o T - F SRR

4. Dysfonctionnement du systéme immunitaire dans le contexte MICl.......ccccceieieiiiiiiiieniiiciiiinerensnesnenesennnenee

4.1. DysfonCtioNNEMENT SENETIGUES ....eiiiiuiiiiieiiiie ettt crtee e estee e et e e et e e e st e e e e sbbee e e s sbeeessasbeeeesnsbeeeesnsseeessnnsenns

€T (oo (YU L ol=Y o) ] o 11 L1 <SSP

Yo=Y Yo T a1 =Y 011 = PP PP

4. 2. FACtOUIS ENVITONNMEIMIENTAUX . .uuiiietiieiiteeeette e eetteeeettaeeeetaaa e eetatatesaaaeesesaseesasnsesssassserssnsterssnnserssnnssersnnseersnnnseres

e I o] (o =TT [ |V 1 L TSP UPP

5. Les traitements STANAArdS .....ccveuveeireireiieieeiieireireereesreeressessrassassassrsssassassassessssssassassssssassasssssasssnssassansss

5.1. 5-Ami

LYo LT[ TotV - PR

IV C1 18 ToloYolo ] d (oo 1y <] o) o [<L- TR

LT TR I o1 To T o TUT o T =TSSR

6. LES traiteMNTS FECENTS . cuuienreereniinirereieeitettersereecensrseresesssesssasssssssssssssssssssssssssssssssssssassssssssesssnssssssnses

Y o] a1 TaY (o 1Y g oI o] g Lo 1Y o] - | ISR

o T =Y oY d ) o] To] (o =4 o [N = U

6.3.1 Ant

oo ] o 1Yo aTo Yol [ o T 11 RS

= ANTE CYEOKINES ILL2/IL23 ..ottt ettt ettt e e e et e e et e e e teeeetaeeeabeeeebaeesabeeenbaeeaseeesbeseesseeassesesesesateeenseeeassessseeensrs

- Anti intégrine

- Anti MadCAM

7. LeS traitemeEnts INNOVANTS ccccviviieiiirirerteirerereeteereresesesreresssssseressssssesesssssssserssnsssseressssssssosssnsssserasnsnsses

2 B L =10 o] T oY = 4T g I (<o 1[I UU

7.2. Transplantation de CelIUIE SOUCRE .........c..uuiii e e e et e e et a e e e aa e e e s nateeeeaaaeeeean

2 T @ oY1 o To R Y= =Y o T LSRR

8. LeS traitemMENts NATUIEIS....ccveuieeiieireirereeireireirereesresressassessrsssassesssssssssassassssssssssssssssssssssassassssssassassassens

0 B Vol To [T ] o T=Ta o) 1o [N =TT U PP

B2, SHIDENES .o,

T T ol =YY oY Lo 1 (o [T PR

Eo T 0 R O T LU 1o o 11 1<



9. LS NaANOPAITICUIES .....cceuueireniiiencreenieteeereeeereeneereaseeressceessessessesenssessasssssnsesssssessssssssssssensssssnsssssssesannsnns 73

9.1. Les NanoPartiCUIES INOIZANIQUES ....iccuviiieiiiiiee ettt e ettt e e sreeesstaeeessabreeeesaaeeesssstaeeessssaeesssseeesssseeessnsseeessnssens 74

9.2. Les NANOPArtiCUIES OFZANIQUES .....eiieciieeiiiiieeeeiiteeeesireeessrteeesssaeeesssseeeessseeesssraeesassaaesansseessssssenesssssenessnssenes 75
9.2.1 Les NAaNOPartiCUIES HPIdIQUES .....ccuiiee ittt ettt e e et e e e et e e e ettt e e e e abaeeesnsaeeeensaeeesanssneesassneenas 76

ol R oTo 3T o1 0[PP PUPUPPPPPPPPPRE 77
T oToTo T g [T | =TSSP 79
11| PP PPPPPPPPPPPPPPRE 80
9.2.2 Les NanopPartiCUles POIYMEIIQUES.........uii ittt ettt e e s e stee e e e sbee e e e sbee e e ssnbeee s snnbeeessnareeas 81

9.2.2.1 Les nanoparticules polymeériques NatUrelles..... ... iciieiieiee e 81

O T o 1Y DT P T P U ST P PSP TOPOTTOTRPT 81
e =01 1] 1= TP P U PUP O PPPPP 82
Y 1 TeTe [ e o o T OO OO OSSP PRTOPRRRPRRR 84
9.2.2.2 Les nanoparticules polymeériques synthétiQUES.........ceeiciieiiiciiie ettt e 85

o K C T NSRRI PRTOPRRRPRRR 86
- Autres nanoparticules polymeEriques SYNTNETIQUES........ccuiii ittt et e e e tee e e e e bee e e e e e e e e e abae e e e areeas 88
9.3. Caractérisation des NANOPATTICUIES .......ciiiciiiei e e e et e e e s rbe e e e sabe e e e esnbaeesenareeas 90
9.3L0 LA a1 ettt ettt e s b et e a bt e st e e e bt e e s be e e h b e e s be e e b te e s beeeshbeeeabeeeanteesbeeenns 90

1255 79728 = TN o0 1 0] o Yo 3 1 o 1SN 91

9.3.3 L@ OIMI ettt b bt h e sttt et e e be e e bt e ehe e et e e bt e bt e bt e abeeehe e et e eteenbeesheesaeenas 92

9.3.4 La Charge 0 SUITACE .. .uviiiiciiiie ettt ettt e e et e et e e e ettt e e e s atbeeeestaeee s nsaeeesansseeeessaeeesnnssaeesansraeennn 93

9.4. ENdOCYtoSe deS NANOPAITICUIES ....uiiiiiiiie ittt e et e e e be e e s st e e e e s abee e e s sbeeeeesbeeeeenseeesenasenas 94
9.4.1 La VOIE dES ClathiNeS....c..eiiiiiie ettt ettt h e st sttt e s bt e s bt e saeeeateebeesbeesaeesanenas 95

9.4.2 La VOIE AES CAVEOIES......eueeeiieitie ettt ettt b ettt et e e bt e s bt e sat e s ab e e abe e b e e abeesbeesaeeeateenbeenbeesbeesaeenas 96

L IR T - T 4 = Yol o o] [ Lo ToxV o1 <N 97

S R I o T - Lo To1 Y o 1] PRSP 98
Partie 2. RESULTAT ...ciiiiiiiittiiiiiiiiitttiteniiiiiiiietietisssssiiiiiiettemmsssssiiiitstettesssssssseisssteersssssssssssssssesssssssssenes 99
1. RESUIAt Pré&liminNaire.......cceeeeiiieiciiieieiireieerreieeesreee e seenasesrenssesseenssesseenssssseenssssssenssssssensssssennsssnssnnsssnssannnn 100
1.1. Synthése et caractérisation des PartiCUIES .........coccuiiiieiiiie ettt e e e s rae e e e ear e e e s tae e e e nreeaeas 101

1.2. Efficacité de I'encapsulation de 12 CUFCUMINE .........uiiiiiiiiii et e e e e s raae e e e aaaeeeas 102

1.3. Analyse de I'effet antioxydant de [a CUrCUMINE ........ooiiiiiiiiiiiie e e e aae e e eaee e 103

R Y o 1= 0 N 104



0 Y o= 2 115

Partie 3. DISCUSSION GENERALE .........ciitiiiiiiiiiiiiiiiiiiiireiinirsaeeissesesissnsssssssesssssessesssssssnesssssssessssssns 146

1. L'importance de 'amélioration des traitements contre les MICI .........ccccciiiiiiveiiiiiineennicnneenicceeeeseeennee 147

2. Quel est l'intérét d’utiliser des molécules naturelles non toxiques pour traiter I'inflammation et quelle

est I'importance du ciblage des principes actifs pour améliorer I'accés aux cellules .........cooceeeeeriiiciivinnes 149
3. PISPECEIVES ...uciiiiiiiiiiiiiiiiirirtrirrrrersrssesssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssansns 158
Partie 4. CONCLUSION GENERALE .......ccoiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinisisnsssissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssnns 159
=11 o1 [0 =4 =T o] 4 L= PO 161



REMERCIEMENTS

Je remercie tout d’abord mon directeur de these, le Professeur Didier BETBEDER, pour son accompagnement, sa
présence, sa compréhension et pour tous les enseignements apportés durant ma thése, je le remercie également de m’avoir

donnée I'opportunité d’effectuer une these au sein de son équipe.

Je remercie Rodolphe CARPENTIER, pour son écoute, son soutien et son aide au quotidien au cours de ces 3 années,
je le remercie également pour tous nos échanges constructifs et bienveillants, sans oublier son soutien moral grice a son

humour bien a lui.

Je remercie Laurent DUBUQUOY pour sa disponibilité et sa gentillesse. Je remercie I'INFINITE de m’avoir accueilli
dans ses équipes. Merci a Virginie CHAMEROY pour sa gestion et présence durant les animations scientifiques.

Je remercie Mathilde BODY-MALAPEL et Guillaume GARCON pour leur soutien dans les expériences ex vivo.
Je remercie également Mike HOWSAM pour la relecture critique de mon article.

Je remercie les membres de l'INIFITE qui m’ont aidé durant ma these, Madjid DJOUINA, Marie DELBECK, Frangois
MAGGIOTTO, Ségoléne PLET.

Je remercie Nathalie JOUY et Antonino BONGIOVANNI pour les formations en cytométrie et microscopie, pour
leur aide et disponibilité durant ma these.

Je tiens a remercier particuliérement, I’école doctorale et notamment Frangois DELCROIX, pour son écoute, son soutien

et sa présence surtout durant cette fin de these.

Je remercie les techniciens de Vaxinano, Amélie, Clément et Hafssa pour leur aide, et les bons moments passés a leur
coté que ce soit au labo ou a la cueillette de cépes.
Merci a mes collégues et amis Clément, Frangois, Ludivine et Béatrice pour ces moments riches en émotions, pour les

fous rires, les larmes et surtout leur soutien.

Je remercie mes amis pour tout ce qu’ils m’ont apporté.

Merci a vous Marine, Alexandra, Hugo, Salima, Nizar et ma petite Eva, mes amis, mes piliers, merci pour votre
force, votre soutien, tous les moments passés ensemble qu’ils soient joyeux ou parfois un peu moins, armés de votre
humour noir et votre autodérision, vous avez su dédramatiser chaque moment difficile et angoissant que j'ai pu traverser

durant cette these, merci a vous.



Merci enfin aux membres de ma famille, Sofiane, Nahid, Amar, Khodja, Syhem et Sidi Mohammed, mes fréres et
seurs qui m’ont transmis ténacité, humour, et autodérision, merci pour votre soutien, merci de m’avoir toujours

encouragée.

Merci a mes parents, Mohamed et Latifa, a qui je dois tout, merci d’étre venus en France, parce que sans ce point de
départ je n'en serai pas la, merci pour votre aide financiere sans laquelle je n'en serai pas la non plus et surtout merci
d’avoir toujours cru en moi. Merci d toi papa de m’avoir transmis ta curiosité et a toi maman pour ton sens aiguisé de la
critique, je ne pouvais pas réver mieux comme exemple de réussite dans la vie que de vous avoir eu comme parent. Et
malgré la maladie horrible qui te fait oublier a quel point je faisais aussi tout ¢a pour te rendre fiere maman, j’espere que

tu le ressentiras dans ton ceeur.

« Dans la vie rien n’est a craindre, tout est a comprendre »
Marie Curie



LISTE DES PUBLICATIONS

Carpentier R, Platel A, Salah N, Nesslany F, Betbeder D. Porous Maltodextrin-Based
Nanoparticles: A Safe Delivery System for Nasal Vaccines. Journal of Nanomaterials. 2018;
2018:9067195.

Salah N, Dubuquoy L, Carpentier R, Betbeder D. Starch nanoparticles improve curcumin-
induced production of anti-inflammatory cytokines in intestinal epithelial cells. Int J Pharm X.
2022 Mar 8;4:100114. doi: 10.1016/}.ijpx.2022.100114.



LISTE DES ABREVIATIONS

ADN - Acide désoxyribonucléique

AuNPs - Nanoparticules d’or

CD - Cellules Dendritiques

CME - Clathrin-mediated Endocytosis

CMH Complexe Majeur d’Histocompatibilité
CPA - Cellules Présentatrices d’Antigénes

CS - Chitosan

DPPG - Dipalmitoyl-phosphatidylglycérol
FAE - Follicular Associated Epithelium

FDA - Food and Drug Administration

GALT - Gut Associated Lymphoid Tissue
GFM - Gel-Forming Mucins

GP2 - Glycoprotéines 2

GPI - Glycosyl-Phosphatidyl Inositol

GSK - GlaxoSmithKline

HMPA - N-(2-hydroxypropyl)-methacrylamide
IFR - Interfollicular Regions

IgG - Immunoglobuline G

IONP - Iron Oxide Nanoparticles

IRM - Imagerie par Résonnance Magnétique
ISCOM - Immune Stimulating Complex

IV - Intraveineuse

LB - Lymphocyte B

LPS - Lipopolysaccharide

LT - Lymphocyte T

MALT - Mucosal Associated Lymphoid Tissue

10



NK - Cellules Natural Killer

NLC - Nanostructured Lipid Carrier

NLR - Nod-like Receptors

NP+ - Nanoparticules de maltodextrine cationiques
NPL - Nanoparticules de maltodextrine cationiques lipidées
NPs - Nanoparticules

ODN - Oligodéoxynucléotides

OMS - Organisation Mondiale de la Santé

PAA - Polyacrylates

PAMAM - Polyamidoamine

PAMP - Pathogen-Associated Molecular Pattern
PEG - Polyéthyléne glycol

PLGA - Acide poly-lactique-co-glycolique

PP - Plaques de Peyer

PRR - Pattern Recognition Receptors

PS-NP - Nanoparticule de polystyréne

QD - Quantum Dots

SDS - Sodium Dodecylsulfate

siRNA - Small Interfering Ribonucleic Acid

SUV - Small Unilamellar Vesicles

TLR - Toll Like Receptors

TGI - Tractus Gastro-Intestinal

TCR - T-cell Receptor

11



LISTE DES FIGURES ET TABLEAUX
(Sauf publications)
Figure 1 : Représentation du systéeme digestif

Figure 2 : Structure de la couche de mucus le long de I'intestin et sécrétion des peptides
antimicrobiens par les entérocytes et les cellules de Paneth

Figure 3 : Représentation d’un épithélium sain : A gauche l'intestin gréle (Small intestine),
A droite le célon (colon)

Figure 4 : Structure et composition d’un entérocyte formant un épithélium
Figure 5 : Structure et composition d’une cellule caliciforme

Figure 6 : Réle d’une cellule M

Figure 7 : Localisation des cellules de Paneth

Figure 8 : Les jonctions serrées

Figure 9 : Les jonctions communicantes

Figure 10 : Les structures organisées du tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT)
Figure 11 : Les cellules du systéme immunitaires

Figure 12 : La mesalazine

Figure 13 : Le fonctionnement d’un inhibiteur de JAK

Figure 14 : Le fonctionnement de Smad7

Figure 15 : Le fonctionnement de S1P

Figure 16 : Les principaux Anti-TNFa

Figure 17 : La composition du curcuma

Figure 18 : La dimension des nanoparticules

Figure 19 : Les nanoparticules inorganiques

Figure 20 : Les nanoparticules organiques

Figure 21 : Les Liposomes
Figure 22 : Les Liposomes Like (LNP)
Figure 23 : Les nanoparticules lipidiques solides (SLN)

Figure 24 : Le chitosan

12



Figure 25 : La pectine

Figure 26 : Représentation schématique des nanoparticules de maltodextrine lipidées (NPL)
Figure 27 : Représentation schématique des nanoparticules de PLGA

Figure 28 : Les caractéristiques des nanoparticules

Figure 29 : Les différentes voies d’endocytose

Figure 30 : Représentation schématique des générations de nanoparticules appliquées aux
liposomes

Figure 31 : Evaluation du taux d’encapsulation de la curcumine

Figure 32 : Evaluation de I'effet antioxydant de la curcumine associé a la NPL
Figure 33 : lllustration générale des expérimentations

Figure 34 : lllustration générale des expérimentations

Figure 35 : Représentation des différentes nanoparticules synthétisées

13



PREAMBULE - OBJECTIFS

Cette thése de Doctorat a été réalisée dans le laboratoire de nanomédecine de I'équipe INSERM INFINITE

1286, sous la direction du Professeur Didier BETBEDER.

Ce manuscrit présente les travaux réalisés dans le cadre de cette thése et qui ont pour objet de comprendre
les mécanismes permettant a des nanoparticules de maltodextrine lipidées (NPL) de potentialiser I'effet de
la curcumine aux propriétés anti-inflammatoire dans deux modeles cellulaires différents.

L'un représente un épithélium intestinal et le second une lignée cellulaire immunitaire que sont les
macrophages. A partir de ces deux modeéles nous avons construit un protocole imitant deux possibilités de
traitements, soit un traitement sur un temps court ou un traitement sur un temps long. Les cellules furent
pré-exposées a un agent pro-inflammatoire qu’est le TNF- a afin d’induire une réponse inflammatoire
cellulaire traité avec nos formulations nanoparticules/curcumine. A la suite de quoi les mécanismes
permettant d’améliorer I'efficacité de la curcumine ont été étudiés, afin de déterminer si ces particules

constituent un systeme de délivrance pertinent pour ce type de molécule hydrophobe.
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Le document se décompose en quatre parties :

La PARTIE 1 est une introduction générale situant le contexte scientifique. Elle se décompose
en trois parties : la premiére présente l'intestin et la pathologie des maladies inflammatoires
chroniques, la deuxiéme présente les traitements utilisés : classiques, récents, innovants ou
naturels dans le contexte des MICl et enfin la troisieme partie présente I'intérét de I'utilisation

des nanoparticules dans le domaine de la vectorisation.

La PARTIE 2 présente les résultats des travaux effectués durant la these, sous forme d’articles
publiés ou encore de soumission. Le premier article montre |'intérét d’associer la curcumine a
la NPL (nanoparticule de maltodextrine), afin d’améliorer la délivrance de la curcumine dans
les cellules épithéliales intestinale Caco-2, cette association induit une diminution des
cytokines pro-inflammatoires. Le second article démontre que I'association NPL/Cur est tout

aussi efficace sur les macrophages.

Dans la PARTIE 3, nous discutons les résultats de nos travaux et leur importance par rapport

aux données de la littérature.

La PARTIE 4 est une conclusion générale.
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PARTIE 1.

INTRODUCTION
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PARTIE 1.
INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

1. Généralités sur l'intestin

Le corps humain affronte quotidiennement des substances potentiellement nocives et
infectieuses, qui perturbe I'homéostasie et menacent I'équilibre entre physiologie et
physiopathologie. Le tractus gastro-intestinal (Gl) est I'une des régions les plus soumises aux
contacts de ces exogénes, en raison de son role et de sa grande surface de contact avec
I'environnement extérieur. Pour assurer I'homéostasie interne, le tractus gastro-intestinal a
un role digestif mais aussi d’absorption des nutriments : transport de |'eau, des électrolytes,
sécrétion d'eau et de protéines dans la lumiére intestinale. Un role défensif est également
nécessaire pour empécher les substances nocives, tels que les agents pathogenes, les
antigenes et les facteurs pro-inflammatoires, d'atteindre I'environnement interne a travers la
lumiére intestinale, tout en préservant le passage sélectif de substances favorisant le
développement du systeme immunitaire intestinal et la tolérance immunitaire. En effet, la
mugqueuse intestinale a la particularité de s’adapter a la présence des bactéries commensales
qui jouent un role dans les processus digestifs et influencent de maniére décisive le
développement et le fonctionnement du systeme immunitaire intestinal. Ces deux fonctions,
digestive et défensive, ceuvres sur la base de l'anatomie particuliere de la muqueuse
intestinale et, plus particulierement, sur la fonction barriére intestinale, ol divers mécanismes
immunitaires et non-immuns convergent et agissent de maniére coordonnée pour assurer le
bon fonctionnement au sein du tractus gastro-intestinale. Le systéme digestif est divisé en
deux parties, le systeme digestif supérieur comprenant I'cesophage et le systeme digestif

inférieur comprenant I'estomac, I'intestin, le célon, le rectum et I'anus (Figure 1).
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Figure 1. Représentation du systéme digestive (casTROINTESTINAL HEALTH. February, 9, 2020)
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2. Les fonctions de l'intestin

2.1 Sécrétion / absorption

Le tractus gastro-intestinal sécrete jusqu'a 9 L de liquide par jour contenant des enzymes
digestives, de la bile, des ions, de I'eau et du mucus. Les cellules épithéliales dont la structure
et la fonction different en fonction de leur emplacement dans le tractus gastro-intestinal sont
importantes pour la sécrétion et I'absorption des fluides, des électrolytes et des solutés. Les
cellules pariétales gastriques dans les glandes du corps gastrique sont importantes pour la
sécrétion d'acide gastrique et de facteur intrinseque, tel que le pepsinogéne qui est sécrété
par les cellules principales également du corps gastrique de I'estomac (1). Tandis que les
hormones (gastrine, histamine, sérotonine et somatostatine) sont libérées par les cellules
entéro-endocrines dans tout l'estomac. La majeure partie du processus digestif et de
I'absorption intestinale des aliments et des électrolytes se produit dans le duodénum, le
jéjunum et l'iléon. Les protéines, les graisses et les glucides sont décomposés par |'action des
enzymes digestives en unités plus petites en vue de leur absorption dans le réseau de
capillaires et de vaisseaux lymphatiques en passant par les petites cellules épithéliales
intestinales situées sur les villosités intestinales. Tout matériau restant qui n'est pas absorbé
par l'intestin gréle passe par la valve iléo-caecale dans le c6lon. La muqueuse intestinale est
responsable de I'absorption d'eau, de la solidification du contenu du c6lon en matieres fécales,

puis du stockage des matieres fécales avant I'expulsion (2).



2.2 Fonction barriéere

Les composants extracellulaires

La premiere ligne de défense du tractus gastro-intestinal se trouve au niveau de la lumiére
intestinale, ou les micro-organismes et les aliments sont dégradés de maniére non spécifique
par le pH et les sécrétions gastriques, pancréatiques et biliaires. Les enzymes digestives,
principalement les protéases, les lipases, les amylases et les nucléases, exercent une action
sur les microorganismes via la destruction de leur paroi cellulaire (3), ), et parviennent ainsi a
éliminer dans un premier temps une grande partie des organismes exogenes. L'épithélium
intestinal est composé d'un microenvironnement. Le mucus sécrété par des cellules
caliciformes possedent des propriétés hydrophobes et tensioactives qui empéchent les
bactéries entériques d'adhérer a I'épithélium intestinal (4). Au sein de la couche muqueuse
externe on peut retrouver des immunoglobulines A sécrétoire (IgAs) (5). Ces IgAs sont
synthétisées par les plasmocytes de la lamina propria. On retrouve également dans cette
couche externe des produits antimicrobiens sécrétés par les cellules de Paneth, notamment
des phospholipides, des mucines chargées négativement et des peptides actifs dirigés contre
les bactéries, les levures, les champignons, les virus et méme les tumeurs. Les peptides
antimicrobiens induisent une lyse bactérienne suite a la formation de pores membranaires,
bien que certains d'entre eux, y compris les cryptidines 2 et 3, puissent induire une
augmentation de la sécrétion d'eau dans la lumiére intestinale, emportant ainsi les bactéries
vers la surface épithéliale (6, 7). Les défensines jouent également un role dans la modulation
du microbiote, et par conséquent dans la mise en place de la réponse immunitaire adaptative
(8). De plus, la sécrétion de chlore et d'eau dans la lumiére intestinale principalement par les
entérocytes bloque la colonisation bactérienne et ralentit la translocation de I'antigene vers
la lamina propria via un effet de dilution sur le contenu intestinal. Enfin, le péristaltisme, induit
par les couches musculaires de l'intestin, évacue le contenu luminal et réduit le temps de
rétention, raccourcissant ainsi le temps de contact entre les substances toxiques ou

substances pathogeénes au sein de la lumiére intestinale.
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Figure 2. Structure de la couche de mucus le long de I'intestin et sécrétion des peptides
antimicrobiens par les entérocytes et les cellules de Paneth (voran et al. 2011 / Gallo and Hooper, 2012)

Le mucus intestinal est un composant structurel de l'intestin, il sert a protéger,
lubrifier et transporter le contenu luminale et les cellules épithéliales, via la clairance
mucosale (9). Les constituants principaux du mucus sont les mucines sécrétées qui
forment un gel (10). Les mucines en forme de filet ont des propriétés différentes
dans l'intestin gréle et le gros intestin. La régulation de la sécrétion de mucus est
contrblée par le systeme neural, hormonal et paracrine ainsi que par le systeme
immunitaire (11). L'intestin gréle a une seule couche de mucus dit « non attaché »
et le cOlon est composé de deux couches de mucus (12). Dans l'intestin gréle, les
pores de grande taille permettent aux bactéries ou aux particules/biofilms

bactériens de pénétrer dans le mucus. Le mucus remplit I'espace entre les villosités
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et recouvre les pointes des villosités, mais les bactéries ne se trouvent pas en contact

avec I'épithélium, sauf a la pointe des villosités.

La mucine polymérique riche en glucides lie I'eau, ce qui limite et ralentit la diffusion
des bactéries et autres éléments exogenes. Les peptides et protéines antibactériens
sécrétés par les cryptes des cellules de Paneth et des entérocytes dans le mucus sont
d'une importance majeure pour maintenir les bactéries a distance. Cette
pénétrabilité du mucus de l'intestin gréle peut-étre la raison pour laquelle les
bactéries pathogenes infectent principalement cette région de l'intestin. Le mucus
du cOlon est organisé en deux couches: une couche de mucus interne, stratifiée,
fermement adhérente aux cellules épithéliales, et une couche externe « non
attachée » (13) (Figure 2). La couche de mucus interne subis des modifications
progressives en allant vers la couche externe, qui est I'habitat de la flore
commensale. La couche de mucus externe a un volume élargi en raison des activités
protéolytiques fournies par I'hdte mais probablement aussi causées par les
protéases et glycosidases bactériennes commensales. Les nombreux O-glycanes de
la mucine MUC2 servent non seulement de nutriments pour les bactéries mais aussi
de sites de fixation et, en tant que tels, contribuent probablement a la sélection du
microbiote du colon spécifique a I'espece. Ceci contraste avec l'intestin gréle, ou le
mucus est discontinu et est sécrété au sommet des cryptes puis remonte entre les

villosités (13, 14).

Les propriétés viscoélastiques et polymeres du mucus sont dérivés des principaux
composants glycoprotéiques (15). Dans I'estomac MUC5AC et dans l'intestin MUC2
sont les deux mucines gélifiantes sécrétées (10). Les autres composants du mucus
intestinal sont la protéine Fcgbp, Clca3, Zgl6, Agr2, les immunoglobulines et bien
d'autres protéines. Le mucus contient également des protéines cellulaires car les
cellules sont continuellement expulsées dans la lumiéere et piégées dans le mucus.
Les mucines se présentent sous la forme de longs filaments avec une large gamme

de longueurs allant de 200 a plus de 1000 nm, les molécules polydispersées et
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hautement glycosylées sont constituées d'un squelette peptidique contenant une
alternance de domaines glycosylés et non glycosylés. La teneur en glucides des
mucines constitue jusqu'a 60 a 90 % de leur masse moléculaire avec des régions
glycosylées a liaison O-glycanes comprenant 70 a 80 % du polymére. La N-
acétylglucosamine, la N-acétylgalactosamine, le fucose et le galactose sont les 4

principaux oligosaccharides de la mucine.

2.3 L'épithélium Intestinal sain

L’épithélium intestinal est composé de divers types cellulaires réparti le long du tube
digestif selon leurs fonctions. Parmi les cellules épithéliales que I'on retrouve nous
avons : les entérocytes, les cellules caliciformes, les cellules M, les cellules de Paneth
et les cellules entéro-endocrines (Figure 3). Les cellules sont interconnectées et
reliées a la membrane basale par des complexes protéiques qui fournissent a
I'épithélium l'intégrité structurelle et I'activité cellulaire nécessaires pour exercer
ses fonctions spécifiques, notamment via les jonctions intercellulaires (les jonctions

serrées et les jonctions communicantes).
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Figure 3. Représentation d’un épithélium sain : A gauche I'intestin gréle (small intestine), A droite
le célon (colon) (Abreu, M et at. Nat Rev immunol 10, 131-144)
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Entérocytes

Figure 4. Structure et composition d’un entérocytes formant un épithélium

(Image vectorielle.DepositPhotos.com)
Les entérocytes sont le type cellulaire le plus abondant dans l'intestin gréle et le gros
intestin. Leur fonction principale est d'absorber les nutriments. Leurs surfaces

apicales ont des microvillosités caractéristiques de bordure en brosse.

Cette bordure striée proéminente comporte jusqu'a 3000 microvillosités
étroitement paralléles et compactes qui améliorent considérablement la surface.
Chaque microvillus mesure 1 um de long et 0,1 um de diamétre, avec une surface
riche en glycoprotéines (ou glycocalyx). Les entérocytes synthétisent des enzymes
telles que des disaccharidases, des peptidases, des entérokinases et des lipases, qui
sont des protéines membranaires intégrales du glycocalyx. Sous les microvillosités
on retrouve un réseau de filaments d'actine associé a la myosine et a d'autres ainsi
que des protéines du cytosquelette dans la cellule. Un paquet de 20 a 40 filaments
d'actine paralléles s'étendent dans le noyau dans chaque microvillosité pour fournir
une stabilité. Les jonctions intercellulaires ancrent les cellules adjacentes en leurs
bords latéraux et fournissent une barriere d’'imperméabilité aux macromolécules.
Les entérocytes expriment en leur surface des pompes a ions, telles que H+, K+ -
ATPase, pour le transport des ions et l'absorption des nutriments. Les

mitochondries, les lysosomes, les éléments du réticulum endoplasmique rugueux et
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lisse et le complexe de Golgi supra-nucléaire des entérocytes jouent un réle
essentiel dans le traitement des lipides terminaux lors de I'absorption des graisses

(16-18).

Cellules caliciformes
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Figure 5. Structure et composition d’une cellule caliciforme
(Knoop, K.A et al. Mucosal Immunol 11.2018)

Les cellules caliciformes produisent des quantités abondantes de mucus protecteur
qui recouvre la muqueuse de l'intestin gréle et du gros intestin. Ces cellules
ressemblent a un gobelet parce que leur cytoplasme apical est distendu et contient
des grandes vésicules de sécrétion allant de 1 a 3 um (ou granules de mucine). Les
cellules caliciformes ont un ou deux cycles de sécrétion dans une durée de vie de 2
a 4 jours. lls synthétisent, stockent et déchargent le mucus par exocytose, par
laguelle la fusion aléatoire de vésicules séparées se produit avant la libération. Chez
I'homme, les granules de mucine nouvellement synthétisés passent du Golgi a la
surface apicale en 12 a 24 heures. Les cellules caliciformes se mélent aux
entérocytes dans I'épithélium via des jonctions serrées. Les membranes cellulaires
apicales présentent des microvillosités courtes qui se projettent dans la lumiére. Les

cellules précurseurs des cellules caliciformes sont des cellules souches
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indifférenciées, capables de division cellulaire, qui résident profondément dans les
cryptes et migrent vers la surface. Les cellules caliciformes sécretent divers types de
mucus. Les sialomucines prédominent dans lintestin gréle ; contrairement aux
sulfomucines plus présent dans le gros intestin. A noter qu’une stimulation
cholinergique, ainsi que I'exposition aux bactéries et aux endotoxines, provoque une

libération massive des mucines par les cellules caliciformes.
Cellules M
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Figure 6. Réble d’une cellule M (Mabbott NA, et al. Mucosal Immunol. 2013)

Les cellules M (microfold ou micropliées) se trouvent principalement dans
I'épithélium associé aux follicules (EAF) recouvrant les plagues de Peyer et les
follicules lymphoides, ce sont des cellules qui participent aux passages d’éléments
microbiens. Les cellules M contiennent des structures membranaires inhabituelles
quifacilitent la présentation des microbes aux lymphocytes, macrophages et cellules
dendritiques sous-jacents (Figure 6). La compréhension de la différenciation des

cellules M n’est pas encore complétement connue. Certains modeles suggerent que
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les cellules M résultent d'un programme de différenciation unique a partir des
cellules souches intestinales, ou par trans différenciation des entérocytes matures.
Une relation étroite entre les cellules M en développement et les lymphocytes
adjacents (en particulier les cellules B) a été observée. Récemment, la protéine
apparentée au TNF RANK Ligand s'est avérée nécessaire et suffisante pour la
formation de cellules M fonctionnelles. Le récepteur RANK a été trouvé dans les
petites villosités intestinales, la crypte et les cellules épithéliales FAE, ce qui confirme
le concept selon lequel les cellules M pourraient dériver d'entérocytes matures (19-

21).

Cellules de Paneth

Homeostasis

Paneth cells provide niche
support to Lgr5* stem cells by
secreting EGF, Wnt3a, and DIi4.

Figure 7. Loca”sation des Ce”ules de Paneth (Mark Schmitt et al. Cell Reports, 2018)

Les cellules de Paneth se trouvent a la base des cryptes de l'intestin gréle (Figure 7).
Elles sont plus nombreuses dans l'iléon. Elles sont issues de cellules souches
indifférenciées des cryptes intestinales et leur durée de vie est d’environ 20 a 30
jours, ce qui est plus long que la plupart des cellules épithéliales intestinales (22).
Lorsqu’elles sont exposées a des bactéries ou a des antigénes bactériens elles
sécrétent du lysozyme, qui régule le microenvironnement bactérien des cryptes,

mais également du zinc, un activateur et stabilisateur de lysozyme. Les cellules de
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Paneth phagocytent les bactéries et les immunoglobulines. Elles peuvent également
servir a la défense de I'h6te en tant que cellules présentatrices d'antigéne pour
Lymphocytes T. Les cellules de Paneth sont des cellules pyramidales avec un noyau
basal et un cytoplasme apical rempli de grandes vésicules sécrétoires bien visibles
et denses. Ces vésicules sphériques font un diametre de 1 a 2 um, la densité
augmente a mesure qu'ils s'approchent de la surface cellulaire apicale. Le contenu
des vésicules est déchargé par exocytose dans la lumiéere de la crypte par fusion des
membranes. Les cellules de Paneth sont uniques par rapport aux autres cellules
sécrétoires de |'intestin. Contrairement aux autres cellules sécrétoires, les cellules
de Paneth apparaissent d'abord apreés la naissance lors de I'émergence des cryptes.

Les cellules de Paneth achevent leur maturation a la base des cryptes.

Jonctions serrées

ZO proteins

Figure 8. Les jonctions serrées (Tetsuhisa Otani et al. Trends in Cell Biology, 2020)

Le passage de petites molécules solubles dans I'eau a travers I'épithélium s'effectue
atravers des jonctions serrées, qui scellent les espaces entre les cellules épithéliales.
Les jonctions serrées (JS) sont les jonctions intercellulaires les plus apicales et leur

fonction est essentielle au maintien de la barriere et de la polarité épithéliale,
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limitant la diffusion des ions et la translocation des antigénes luminaux (23, 24). lls
sont constitués de complexes multiprotéiques impliquant quatre classes de
protéines transmembranaires : I'occludine, les claudines, les molécules d'adhésion
jonctionnelles (JAM) et la tricelluline, et sont majoritairement exprimés dans les
cellules épithéliales et endothéliales, mais peuvent également se retrouver dans les
astrocytes, les neurones, macrophages, cellules dendritiques et/ou des leucocytes

(25, 26) (Figure 8).

L'occludine joue un role dans l'assemblage et le désassemblage des JS, et sa
localisation membranaire est régulée par la phosphorylation des résidus Ser, Thr et

Tyr.

Les claudines sont le principal facteur déterminant de la fonction barriere, elles
controlent le passage des ions a travers |'espace paracellulaire (27) et sont
également régulées par la phosphorylation spécifique des résidus Ser et Thr. La
composition de la claudine est variable en raison de leur fonction physiologique,
avec une perméabilité globalement réduite dans les parties distales du tractus

gastro-intestinal (28).

Les JAM sont une sous-famille d'immunoglobulines exprimées par les cellules
épithéliales et endothéliales, ainsi que les leucocytes et les plaquettes. Les protéines
JAM dans les jonctions serrées épithéliales comprennent JAM-A, JAM-C, CAR, ESAM
et JAM4, toutes associées latéralement a d'autres protéines dans les contacts
intercellulaires afin de faciliter I'assemblage et la formation des jonctions serrées

fonctionnels et polarisés (29).

Et enfin la tricelluline, se trouve aux contacts intercellulaires entre les trois autres
types de cellules adjacentes ou elle facilite la stabilité et la formation de la barriere
épithéliale (30, 31). Les protéines JS transmembranaires, les claudines, I'occludine
et les JAM, sont liées aux fibres d'actomyosine du cytosquelette par des membres

de la famille des protéines de la zonula occludens - ZO-1, ZO-2 et ZO-3. Ces protéines
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jouent un réle fondamental dans la perméabilité cellulaire ainsi que dans la

régulation de I'adhésion, la formation et la stabilisation des JS.

Jonctions communicantes

gap junction

connexin

Figure 9. Les jonctions communicantes (chong, Antony Chung You. Physics, 2019)

Les jonctions communicantes (jonctions GAP) permettent la communication entre
les cytoplasmes des cellules voisines en créant un canal a travers leurs membranes.
Ils sont composés de 6 protéines transmembranaires, appelées connexines, qui
assurent I'échange réciproque d'ions et de petites molécules (> 1 KDa). Les
connexines jouent un role crucial dans le développement, la croissance et la
différenciation des cellules épithéliales en plus de leur role dans les jonctions JS et

jonction adhérentes (32) (Figure 9).

2.4 Perméabilité intestinale

Le passage des nutriments et |'absorption d'eau et d'ions a travers I'épithélium
intestinal résultent de processus a la fois actifs (transporteurs) et passifs (diffusion)
entre la lumiére intestinale et la muqueuse, d'ou ils peuvent atteindre la circulation
sanguine. Les entérocytes sont tres actifs dans le role de transport en raison de leurs
canaux ioniques, transporteurs et pompes au niveau de la membrane apicale et
basolatérale. Le transport net résulte d'une absorption et d'une sécrétion
équilibrée. Il s'agit d'un processus sélectif utilisant deux voies principales - les voies

paracellulaire et trans-cellulaire.

30



— La voie paracellulaire permet 85 % du flux trans-épithélial passif total de molécules
a travers l'espace entre deux cellules épithéliales adjacentes, et est régulée par des
jonctions serrées, qui présentent des pores de tailles différentes pour limiter
I'entrée des particules. Cette voie est une barriere efficace contre les antigénes

luminaux et un déterminant de la perméabilité intestinale (33).

— La voie trans-cellulaire permet le transport du soluté a travers la membrane de
I'entérocyte. Divers mécanismes interviennent dans le passage des molécules par la
voie trans-cellulaire. Des composés hydrophiles et lipophiles plus petits diffusent par
des moyens passifs a travers la bicouche lipidique de la membrane des entérocytes.
De plus, la perméabilité épithéliale est conditionnée par des mécanismes de
transport actifs médiés par des transporteurs et divers mécanismes d'endocytose,
de transcytose et d'exocytose pour les ions, les acides. Les substances plus grosses
telles que les protéines et les sous- produits bactériens sont endocytosés et/ou
transportées activement par transcytose vectorielle a travers le cytoplasme pour un
traitement et une présentation ultérieure aux cellules présentatrice d’antigéne, qui
font partie de la réponse immunitaire intestinale (34). Les bactéries, virus et autres
particules profitent de ces mécanismes d'entrée dans I'hote par endocytose ou
phagocytose, impliquant la liaison de molécules a la membrane cellulaire via des

récepteurs (35).

Régulation de la perméabilité intestinale

La barriere intestinale n'est pas une structure statique mais est régulée par divers
stimuli physiologiques, liés aux médicaments et a la maladie. La perméabilité des
particules dépend de la taille, de la charge et de la nature des particules. Alors que
la perméabilité varie entre les régions proximales et distales, ainsi qu'entre les
cryptes et les villosités, les mécanismes moléculaires régulant le passage des

substances a travers I'épithélium sont similaires le long de I'intestin et incluent les
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interactions protéiques intercellulaires, le cytosquelette d'actine, I'endocytose et la
signalisation intracellulaire. Des changements rapides de perméabilité se produisent
via le cytosquelette et sont régulés par la phosphorylation de la kinase de la chaine
légere de la myosine (MLCK) (36). Le contréle des barrieres résulte des interactions
entre le microbiote, les cellules épithéliales, le systéeme immunitaire. Ainsi, par
exemple, dans des conditions homéostatiques, I'activation apicale du PRR par les
bactéries commensales favorise également la prolifération et la survie des cellules
épithéliales (37). Le systéme immunitaire, via diverses cytokines telles que le facteur
de nécrose tumorale alpha (TNF-a), l'interféron gamma (IFN-y), I'IL-8 ou I'IL-10,
régule également la barriére intestinale via des modifications structurel des
jonctions serrées (38). Un profil de cytokine accru ou inapproprié augmentera la

perméabilité (39, 40).

Les signaux PRR dans un épithélium sain

De plus en plus de preuves indiquent que la détection microbienne via les récepteurs
de reconnaissance de formes (PRR) entraine des fonctions complémentaires dans
les cellules épithéliales intestinales et les cellules hématopoiétiques, qui contrélent
ensemble I'homéostasie intestinale (41-43). Le contexte de I'activation du PRR est
crucial. Dans l'intestin sain, l'activation basale du PRR maintient la fonction barriere
et la composition commensale, mais une signalisation aberrante du PRR peut étre
précurseur de la physiopathologie des maladies inflammatoires chroniques de
I'intestin (MICI). Ce dernier point est souligné par des études d'association
génétique liant les genes PRR, y compris NOD2, NLRP3 et divers génes du récepteur

Toll-like (TLR), avec la susceptibilité de développer des MICI (43).

L'importance de la signalisation PRR/TLR dans la régulation de la fonction de barriére

épithéliale a été démontrée par des études utilisant le modele murin DSS-colite,
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dans lequel I'administration de DSS entraine la destruction chimique de la couche
de cellules épithéliales intestinales permettant la pénétration de bactéries
commensales et conduisant a une colite aigué suivie d'une rupture de la barriere
épithéliale. Les souris dépourvues de TLR spécifiques, tels que TLR2, TLR4, TLR5 ou
TLR9, ou déficientes en la protéine adaptatrice de signalisation TLR MyD88,
présentent une sensibilité accrue a la colite DSS, caractérisée par une réparation
tissulaire défectueuse et/ou une mortalité accrue (41, 43). Les signaux TLR
entrainent des effets protecteurs intrinseques dans les cellules épithéliales
intestinales en induisant plusieurs facteurs prolifératifs anti-apoptotiques, toute en
favorisant la régénération épithéliale et en fortifiant les jonctions serrées
intercellulaires (43). Les signaux TLR intrinseques ont également un réle central dans
la limitation de la colonisation et de la translocation bactérienne en stimulant la
production d’AMP, telles que les défensines (44). Des études récentes ont
également indiqué que l'activation de l'inflammasome médiée par le NLR contribue
a la protection aprés une lésion de I'épithélium, par exemples sur un modeéle murin
déficient en NLRP3, on a observé que des défauts sur la formation du complexe ASC
ou caspase-1 entrainant une colite et une mortalité accrues aprés administration de
DSS (45, 46). Les inflammasomes sont des complexes multimoléculaires qui activent
la caspase-1. lIs se forment apres I'activation des NLR cytosoliques, qui s'associent
ensuite a la caspase-1, souvent par le biais d'interactions avec des protéines
adaptatrices telles que I'ASC. Ensuite la caspase-1 activée joue un rdle central dans
le traitement et la sécrétion de deux cytokines pro- inflammatoires clés, I'lL-1 et

I'lL-18, qui a leur tour se lient aux récepteurs qui utilisent MyD88.

3. Immunité intestinale

Le systéme immunitaire a évolué comme une protection contre un large éventail

d'agents infectieux. Chez vertébrés, le systeme immunitaire est divisé en deux



classes efficaces, les réponses immunitaires innées et adaptatives. Le systeme
immunitaire inné est la premiere ligne de défense et fournit une réponse protectrice
immeédiate contre les infections et aide également a initier la réponse immunitaire
adaptative. Le systéme immunitaire inné n'est pas spécifique et ne confere pas une
immunité durable (mémoire). Le systéme immunitaire inné comprend la barriere
épithéliale, les macrophages, les monocytes, les neutrophiles, les cellules
dendritiques (CD), les cellules tueuses naturelles (cellules NK), les éosinophiles et les
basophiles. Ces cellules agissent ensemble pour initier une réponse. Pour cela les
différentes cellules sécrétent soit des cytokines, des chimiokines et des agents
antimicrobiens. Dans le but est la phagocytose des cellules infectées et des
microorganismes, puis la présentation de I'antigéne et enfin |'activation du systeme
immunitaire adaptatif si besoin. La réponse immunitaire adaptative quant a elle, est
composée de lymphocytes (cellules T et B) qui, lorsqu'ils sont activés génerent des
réponses efficaces (cytokines et anticorps). Contrairement au systéme immunitaire
inné, le systeme immunitaire adaptatif est hautement spécifique et confére une

immunité de longue durée (mémoire).

3.1 Structures lymphoides dans l'intestin

Les structures organisées du tissu lymphoide associé a l'intestin (GALT) et les
ganglions lymphatiques drainants sont les principaux emplacements pour amorcer
les réponses des cellules immunitaires adaptatives dans l'intestin. Inversement, les
cellules immunitaires effectrices sont distribuées de maniere diffuse dans toute la
lamina propria et I'épithélium sus-jacent. Le GALT comprend des agrégats
lymphoides sous-épithéliaux qui se trouvent dans la muqueuse et la sous-
mugqueuse, et ils sont caractérisés par un épithélium associé aux follicules sus-
jacents. Celui-ci contient les cellules microfold (cellules M) qui sont spécialisées dans

I'absorption et le transport des antigenes particulaires de la lumiére vers une région
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du déme sous-épithélial (SED) riche en cellules dendritiques (CD) sous-jacentes, ou
elles peuvent étre présentées aux cellules immunitaires adaptatives. Les cellules M
sont également des portes d'entrée majeures pour de nombreux agents pathogénes
intestinaux (47). Les tissus les mieux caractérisés du GALT sont les plaques de Peyer
visibles macroscopiquement, qui sont situées du cOté anti-mésentérique de
I'intestin gréle (Figure 10). La taille et la densité des plaques de Peyer augmentent
du jéjunum a l'iléon, elles sont particulierement concentrées dans l'iléon distal et
sont rares dans le duodénum. Les plaques de Peyer sont constituées de nombreux
follicules lymphoides de cellules B (jusqu'a dix chez la souris et plusieurs centaines
chez I'homme (48), qui sont flanqués de zones de cellules T plus petites.
Contrairement aux ganglions lymphatiques, les plagues de Peyer ne sont pas
encapsulées et contiennent toujours des centres germinatifs, ce qui indique une
stimulation immunitaire continue, vraisemblablement en réponse a la présence
continue d’antigéne luminale. Des structures macroscopiques équivalentes
contenant des cellules M se trouvent dans le gros intestin, dans les plaques caecales
autour de la valve iléo-caecale et dans les plaques coliques a travers le clon et le

rectum (49, 50).
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3.2 Cellules immunitaires innées

Les cellules du systeme immunitaire inné, contrairement au systéme immunitaire
adaptatif, ont une réponse rapide et moins spécifique aux micro-organismes
envahisseurs ou aux macromolécules toxiques. Cette réponse est médiée par des
récepteurs de reconnaissance d'agents pathogenes (PRR), qui sont liés a la
membrane. Ces récepteurs sont codés dans la lignée germinale, invariables et
prédéterminés pour reconnaitre un répertoire de structures glucidiques et
lipidiques associées de maniére bactérienne/virale conduisant a la rapidité de la
réponse. Les molécules microbiennes reconnues par ces récepteurs sont appelées
motifs moléculaires associés aux agents pathogénes (PAMP) (par exemple,
lipopolysaccharide et peptidoglycane). Les PAMP sont des molécules hautement
conservées sur les microbes car elles sont essentielles a leur survie. Ces récepteurs
reconnaissent également les signaux endogenes ou d'auto-danger (par exemple, les
protéines de choc thermique, I'acide urique), qui sont connus sous le nom de modéle
moléculaire associé aux dommages molécules (DAMP). Les cellules phagocytaires
(macrophages, cellules dendritiques et neutrophiles), les éosinophiles et les cellules

lymphoides ont une activité bactéricide immédiate.
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Figure 11. Les cellules du Systéme immunitaires (Base de données, Fineartamerica)

Les macrophages sont des cellules phagocytaires présentes dans toute la muqueuse
gastro- intestinale. Les macrophages sont dérivés de monocytes sanguins
périphériques et sont recrutés a l'intestin par I'action d’agent chimio-attractants,
chimiokines et produits de dégradation bactérienne (Figure 11). Les macrophages
sont matures aprés avoir migré vers la muqueuse intestinale (51), contrairement aux
neutrophiles produites et perdues en grand nombre chaque jour. Dans la muqueuse
non inflammée, les macrophages différent des monocytes périphériques dans leur
fonction pro-inflammatoire réduite, caractérisée par une faible expression des
ligands TLR, malgré la capacité diminuée de réponses immunitaires appropriées, ils
ont néanmoins déja la capacité de phagocytose (51). Cependant, dans le cadre d’une
mugqueuse enflammée les macrophages intestinaux recrutés fraichement a partir de
monocytes sanguins se convertissent rapidement en un phénotype pro-
inflammatoire par modifications d’expression des ligands PRR. Ce phénotype pro-
inflammatoire est marqué par une production de cytokine abondante (interleukine
IL1B, IL6, IL8 et facteur de nécrose tumorale TNFa) et une fois activé, les

macrophages expriment des récepteurs spécifiques aux particules et agents
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pathogénes opsonisés. Les agents pathogenes sont reconnus par ces récepteurs, qui
conduisent a leur phagocytose. En outre, Les macrophages activés sécrétent des
cytokines qui sont des protéines qui affectent la fonction d'autres cellules en
I'absence de contact cellulaire. Le facteur transformant de croissance béta (TGFj)
est une cytokine produite par les macrophages activés, c’est un puissant agent
chimio attractant qui va agir sur d'autres macrophages et neutrophiles. Le TGFB va
augmenter le recrutement de ces cellules sur des sites d'inflammation (52). La
sécrétion de cytokine n'augmente pas uniquement [|'activité l'intracellulaire
phagocytaire, mais sert également de lien critique entre les deux bras du systeme
immunitaire (c'est-a-dire inné et adaptatif) et joue un réle important dans
I'homéostasie de l'intestin (53). Pour la simplifier, les macrophages avaient été
divisés en deux catégorie une agissant lors d’évenement inflammatoire dit
macrophage M1 et d’autres intervenant lors des phases de régénération tissulaires,
guérison dit macrophage M2. Mais récemment, cette vue est remplacée par une
plasticité considérable de macrophages dans laquelle ils acquierent des fonctions
distinctes de la défense hote, de la cicatrisation des plaies et de la régulation
immunitaire fondée sur des signaux environnementaux qu'ils rencontrent. lls sont
donc considérés comme une population hautement hétérogéne de cellules avec un

continuum d'états d'activation (54, 55).

Cellules dendritiques

Les CD sont des cellules phagocytaires qui, comme les macrophages, proviennent de
monocytes sanguins ou d'un progéniteur de CD commun dans la moelle osseuse
(Figure 11). Les CD ont la capacité la plus puissante d'initier des réponses
immunitaires adaptatives contre les agents pathogénes. Les données actuelles

soutiennent que les CD intestinales migrent continuellement dans un état immature
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ou tolérogene, pour former des cellules apoptotiques piégeuses et qui acquierent
des antigénes prélevés soit directement a partir de la lumiére, soit transférés de la
lumiere vers les cellules M (56). Aprés un contact avec I'antigéne, les CD chargent le
peptide antigénique sur des molécules du complexe majeur d'histocompatibilité
(CMH) de classe Il et affichent ce complexe sur sa surface cellulaire. Les CD migrent
ensuite vers les ganglions lymphatiques mésentériques drainants ou elles
présentent un complexe MHC-peptide particulier aux cellules T portant le récepteur
des cellules T (TCR) spécifique de I'antigene présenté. Dans un état physiologique
normal, ces CD chargées en antigene (CD intestinales) expriment de faibles niveaux
de molécules co-stimulatrices et cytokines mais, au contact des cellules T, ils
stimulent préférentiellement leur différenciation en cellules T régulatrices (Tregs)
qui vont produire des cytokines anti-inflammatoires IL4, IL10 et TGFB. En revanche,
lorsque les CD intestinales sont activés dans un microenvironnement pro-
inflammatoire, elles migrent vers les zones des cellules T du GALT, ou elles induisent
des réponses effectrices plutét que tolérogenes. Les CD isolées de ces sites
expriment des niveaux élevés de molécules de co-stimulation et de molécules
d'adhésion et produisent de grandes quantités de cytokines (57). Les CD intestinales
peuvent alors induire I'expression de récepteur muqueux a4B7 et le récepteur de
chimiokine CCR9 sur les cellules T, suggérant qu'elles peuvent orienter une cellule T

vers le site d'origine de I'activation des CD (58, 59).

3.3 Cellules immunitaires adaptatives

Cellules T

Dans les modeles humains et expérimentaux de MICI, les cellules T CD4+ TCR aff
activées jouent un réle essentiel dans la pathogenese de la maladie. Lors de la

maturation dans le thymus, les cellules T naives (cellules qui n'ont pas encore été



exposées a un antigene) circulent dans les tissus lymphatiques a la recherche du
complexe CMH-peptide apparenté. Les cellules T naives expriment constitutivement
la sélectine CD62L (L-sélectine) et le récepteur de chimiokine 7 (CCR7), tandis que
les cellules endothéliales des veinules endothéliales hautes (VHE) dans les ganglions
lymphatiques expriment des adressines vasculaires comme CD34, cellule
dépendante de la molécule d'adhésion (GlyCAM-1) (60). L'interaction de CD62L et
CD34 (parmi d'autres molécules endothéliales glycosylées) favoriseune action de
roulement de la cellule T a travers la surface endothéliale. Les chimiokines présentes
au niveau de la surface luminale des veinules endothéliales hautes (VHE) activent
les molécules d'adhésion de surface comme l|'antigene 1 associé a la fonction
leucocytaire (LFA-1) sur les cellules T. La liaison de LFA-1 (sur les cellules T) aux
récepteurs des molécules d'adhésion intercellulaire (ICAM-1 et ICAM-2) sur les
cellules endothéliales favorise I'adhésiondes cellules T et leur permet de traversée
la muqueuse endothéliale vers le tissu lymphoide. Dans le tissu lymphoide sous-
jacent se trouvent des CD chargées d'antigenes qui sécretent également des
chimiokines comme le ligand de chimiokine (motif C-C) 19 (CCL19, un ligand pour
CCR7 sur les cellules T) qui retiennent les cellules T dans les ganglions lymphatiques.
Lescellules T naives, aprés avoir pénétré dans le tissu lymphoide, scannent les
surfaces des CD a la recherche d'un complexe CMH-peptide reconnaissable. Si
aucune n'est trouvée, les cellulesquittent le ganglion lymphatique, retournent dans
la circulation et rentrent dans d'autres ganglions pour répéter le processus. Une fois
gu'une cellule T naive rencontre un antigene apparenté via son TCR, elle est activée.
L'activation compléte des lymphocytes T nécessite 2 signaux : le signal 1 est médié
par la stimulation du TCR et le signal 2 est un signal de co- stimulation. La co-
stimulation via CD28 (sur cellules T) et B7.1 ou B7.2 (sur CPA) entraine |'activation
des cellules T, tandis que la co-stimulation médiée par l'antigene cytotoxique
deslymphocytes T 4 (CTLA-4) (sur les cellules T) par B7 .1 ou B7.2 entraine une
inhibition des lymphocytes T. Si I'activation des lymphocytes T n’est faite que via le

signal 1 du TCR/antigéneapparenté il et qu’il ne se produit aucune co-stimulation, il
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en résulte des cellules T anergiques (c'est-a-dire un manque de réponse lors d'une
réexposition au méme antigene dans le futur).Lors de I'activation, les cellules T CD4+
sécretent un ensemble particulier de cytokines qui déterminer le type de réponse
immunitaire qui s'ensuit et le phénotype des cellules Teffectrices matures. Les
données les plus récentes suggerent que les cellules T CD4+ activéesen présence
d'IL12 et en I'absence d'IL4 acquierent un phénotype T auxiliaire 1 (Th1), résultanten
des cellules productrices d'interféron-y (IFNy) efficaces dans le controle des agents
pathogénes intracellulaires. Les cellules T CD4+ activées en présence d'IL-4
acquiérent un phénotype Th2, générant des cellules productrices d'lL4, IL5 et IL13
efficaces dans I'élimination des infections parasitaires et des réponses allergiques.
L'activation en présence d'IL6, de TGFB et d'IL23 donne des cellules exprimant le
phénotype Th17 (recrutement de granulocytes) (61, 62). L'activation des cellules T
et leur expansion clonale dans le tissu lymphoide prend 4 a 5 jours. Dans le tissu
intestinal, la reconnaissance de I'antigene apparenté par les cellules T effectrices
entraine la production de cytokines pro-inflammatoires comme le TNFa. Le TNFa
stimule a son tour les cellules endothéliales pour réguler positivement les molécules
d'adhésion telles que la sélectine E (recrute des monocytes et des neutrophiles) et
VCAM-1 et ICAM-1 (qui recrutent toutes deux des cellules T activées). De plus, le
TNFa et I''IFNy modifient le flux sanguin, la forme des cellules endothéliales et la
perméabilité vasculaire pour améliorer la migration des cellules inflammatoires dans
le tissu. Les cascades inflammatoires déclenchées par les cellules T activées
entrainent des altérations structurelles importantes dans le tissu enflammé, y
compris une ulcération, qui déclenchent éventuellement les signes et symptomes

caractéristiques de la MICI active.
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Cellules B

Une cellule B totalement différenciée appelée plasmocyte sécréte une immunoglobuline de la
méme spécificité antigénique (appelée anticorps). Dans le GALT, les cellules B travaillent en
collaboration avec I'épithélium pour exporter les IgA sécrétoires (IgAs) et, dans une certaine
mesure, les IgM sécrétoires pour renforcer la défense muqueuse contre les agents pathogénes
intestinaux. Les cellules B de la muqueuse présentent un changement de classe IgA
prédominant et, lors de la différenciation en cellules plasmatiques matures, produisent
environ 3 g d’IgAs par jour (63). Plus de 80 % des plasmocytes se trouvent dans l'intestin, et
presque toutes ces cellules produisent des IgA (64). Les plasmocytes de la muqueuse
produisent principalement les formes dimeres ou polymeéres d'IgA. Une fois dans la lumiere,
les IgAs fonctionnent principalement pour inhiber I'adhésion des virus et bactéries a
I'épithélium en agglutinant les bactéries et autres antigenes, en les piégeant dans la couche
muqueuse et en facilitant leur élimination de I'h6te (64). Les IgAs favorisent également
I'absorption bactérienne a médiation par les cellules M et la présentation de la cible aux CD
intestinales et aux macrophages pour fournir une boucle de rétroaction positive pour

améliorer I'immunité sécrétoire (65).
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4. Dysfonctionnement du systéme immunitaire

Il est maintenant largement admis que les maladies inflammatoires de l'intestin résultent
d'une réponse inappropriée d'un systeme immunitaire muqueux défectueux a la flore
indigene et a d'autres antigénes luminaux. Comment et pourquoi les antigénes microbiens
pourraient-ils provoquer une réponse inflammatoire inappropriée ? Des preuves
expérimentales provenant d'études in vitro, sur des animaux et chez I'homme suggérent que
plusieurs voies, non exclusives pourraient entrainer des cascades inflammatoires.

Tout d'abord, la barriére épithéliale présente des dysfonctionnements chez les personnes
atteintes d'une maladie inflammatoire de l'intestin. Plusieurs études ont montré une
diminution de la résistance épithéliale et une augmentation de la perméabilité de la
muqueuse enflammeée et non enflammée dans la maladie de Crohn et la colite ulcéreuse (66).
Le défaut précede I'apparition clinique de la maladie chez les personnes a risque familial (67).
Des défauts de perméabilité ont également été rapportés. Chez des parents sains au premier
degré de patients atteints d'une maladie inflammatoire de l'intestin avec une mutation
CARD15, impliquant un défaut génétique. Plusieurs mécanismes d'augmentation de la
perméabilité ont été proposés, allant de la perturbation médiée par les lymphocytes T de la

protéine des jonctions serrées au dysfonctionnement des neurones entériques (68, 69).

, les personnes atteintes d'une maladie intestinale inflammatoire ont une
modification de I'expression des mécanismes immunitaires innés au niveau de la couche
épithéliale. Chez ces personnes, les cellules épithéliales muqueuses ont un schéma différent
d'expression du TLR. Alors que les cellules épithéliales intestinales saines expriment
constitutivement TLR3 et TLR5 basolatéralement, TLR2 et TLR4 sont généralement a peine
détectables. TLR3 est significativement diminué dans la maladie de Crohn active, mais pas
dans la colite ulcéreuse. En revanche, TLR4 est fortement augmenté dans les deux maladies
(70). Les cellules épithéliales intestinales expriment également TLR9, ce qui leur permet
d’interagir directement au contact d'ADN bactérien, entrainant ainsi la sécrétion

d'interleukine 8, qui est un chimioattractant des granulocytes (71). Probablement en raison
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de son expression basolatérale le TLR5, voit son expression fortement diminuée voire
supprimée, cependant lorsque la muqueuse est lésée, la flagelline qui est un composant
bactérien et un puissant ligand du TLR5 peut se lier a celui-ci et aggraver l'inflammation (72).
Une augmentation de NOD2 dans les cellules épithéliales, lorsque la cascade NFkB est activée
pourrait compromettre la capacité de I'hote a éliminer les microbes invasifs et pathogénes
entrainant une inflammation chronique (73, 74).

, la reconnaissance et le traitement de |'antigéne par les cellules présentatrices
d'antigene (CPA) sont perturbés chez les personnes atteintes d'une maladie inflammatoire de
I'intestin. Des études suggérent que les cellules dendritiques reconnaissentincorrectement les
bactéries commensales et induisent des réponses immunitaires pro- inflammatoires Thl et
éventuellement Th17, normalement dirigées contre les agents pathogénes. Cela pourrait étre
d0 a des réponses dysfonctionnelles ou exagérées des récepteurs de reconnaissance TLRs
(75). Une expression accrue de TLR4 par les cellules dendritiques myéloides dans les maladies
inflammatoires de l'intestin a été rapportée (76, 77). Des études sur les maladies
inflammatoires de l'intestin chez des modeles animaux ont montré des cellules dendritiques
activées, qui prolonger leur survie, maintenant ainsi l'inflammation. Cette hypothése est
indirectement étayée par des données animales qui impliquent I'activateur du récepteur du
systéme facteur nucléaire-k B (RANK)-ligand RANK (RANKL) dans ce processus (78). Les
populations de cellules dendritiques intestinales humaines dans les maladies inflammatoires
chroniques de l'intestin sont insuffisamment caractérisées, principalement en raison de la
rareté des anticorps hautement spécifiques et de leur faible nombre. Il a été montré une
fréquence accrue de cellules dendritiques matures,c'est-a-dire activées, dans la muqueuse
enflammée de patients atteints d'une maladie intestinale inflammatoire active (57, 79). Les
patients atteints d'une maladie inflammatoire de l'intestin, qui est en corrélation frappante
avec I'étendue de I'inflammation (79). Les cellules dendritiques humaines des MICI expriment
des marqueurs de localisation intestinale et ont également montré une réponse aberrante
aux stimuli microbiens de substitution comme I'ADN-CpG et le lipopolysaccharide (79). Cette
absence de capacité de régulation des cellules dendritiques pourrait également contribuer a

I'activation répétée de certaines cellules T mémoire (gut homing) ou a l'échec de la
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suppression de ces populations de cellules T surréactives (absence de tolérance périphérique),
perpétuant ainsi l'inflammation (80-82).

, les cellules présentatrices d'antigene atypique deviennent de puissants
activateurs des lymphocytes T effecteurs chez les personnes atteintes de MICI. Les cellules
présentatrices d'antigénes non spécifiques, telles que les cellules épithéliales, qui induisent
normalement une anergie dans les lymphocytes T CD4+, peut-étre en raison de leur manque
de molécules B7 (CD80, CD86), acquiérent un phénotype activé avec une expression accrue
des molécules d'histocompatibilité en présence des cytokines telles que l'interféron y et le
TFNa (83). Les cellules épithéliales pourraient également activer les cellules T via des
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité non classique, telle que CD1d, si les
antigenes accedent a cette molécule exprimée basolatéralement dans la muqueuse lésée (84).
Les cellules épithéliales expriment également des molécules co-stimulatrices alternatives, qui
pourraient les transformer en cellules présentatrices d'antigéne fonctionnelles (85). De plus,
les cellules épithéliales pourraient activer directement les lymphocytes T CD4 par I'expression
de lectines et d'autres glucides.

, les personnes atteintes des MICI ont une clairance perturbée des
populations de lymphocytes T hyperactifs ou auto réactifs. En raison d'un échec de Ia
tolérance centrale (thymique) et périphérique, les lymphocytes T activés persistent et ne
subissent pas d'apoptose. Cette persistance a été démontrée chez des patients atteints de la
maladie de Crohn et est exploitée dans les thérapies biologiques actuelles qui brisent ce cycle
d'activation (86, 87).

, I'équilibre des cellules T régulatrices et effectrices est perturbé dans les MICI.
Lorsque la maladie est active, les lymphocytes T effecteurs (Th1 et Th2) prédominent sur les
lymphocytes T régulateurs en conséquence des lymphocytes T naifs (ThO) qui se différencient
de préférence en Th1 (dans la maladie de Crohn) (88). Le phénotype Th1 dans la maladie de
Crohn est médié par le facteur de transcription T-bet (89) la cytokine interleukine 23 (90). Les
cellules T activées dans la maladie de Crohn produisent et liberent des cytokines
inflammatoires, telles que l'interleukine 12, I'interleukine 18, le TNF-like 1A et l'interféron vy,

qui stimulent les macrophages a libérer l'interleukine 1, TNFa, et interleukine 6 (91). De plus,

45



un nombre accru de lymphocytes T NK activés produisant de l'interleukine 13 et de
I'interleukine 5 a été signalé dans la colite ulcéreuse (92), ce qui pourrait encore augmenter
et perpétuer l'inflammation. L'identification des cellules T auxiliaires qui produisent
I'interleukine 17 (Th17) et peuvent favoriser les réponses inflammatoires a médiation
immunitaire dans divers tissus, y compris l'intestin, souligne la complexité et I'importance du
maintien de I'noméostasie immunitaire. Des études récentes suggerent que le facteur de
croissance transformant B est essentiel pour déterminer I'équilibre entre les réponses des
cellules T auxiliaires pro-inflammatoires (Th17) et anti-inflammatoires (Treg) qui fonctionnent
normalement ensemble pour déclencher ou limiter l'inflammation intestinale (93). Des
facteurs endogenes ou exogenes qui modifient I'expression du facteur de croissance
transformant B ou d'autres cytokines clés (interleukine 4, interleukine 6 et interleukine 22 et
interféron y) qui maintiennent ou arrétent l'activité Th17 ou Tr seraient d'une importance
majeure pour le développement de l'inflammation intestinale chronique et des maladies
inflammatoires de I'intestin (94).

, le stress psychosocial pourrait déclencher ou augmenter la cascade
inflammatoire par interaction neuroimmunologique. En l'absence de stress, le systeme
nerveux, par l'intermédiaire du nerf vague, peut avoir un effet inhibiteur important et
atténuer rapidement les réponses inflammatoires systémiques par la voie anti-inflammatoire
cholinergique. La sous-unité a7 du récepteur nicotinique de l'acétylcholine, nécessaire a
I'inhibition par I'acétylcholine de la libération de TNFa par les macrophages, qui est une source
majeure de cette cytokine pro-inflammatoire dans les MICI, n'a été identifiée que récemment
(95). D'autres preuves qui identifient l'implication du nerf vague dans le contréle de
I'inflammation proviennent d'études d'échantillons de tissus de colite ulcéreuse qui montrent
un passage d'une innervation principalement cholinergique a une innervation plus positive a
la substance P (96) impliquant la dégranulation des mastocytes, la surproduction d'interféron

y et altérant I'expression des protéines des jonctions serrées (97, 98).
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4.1 Dysfonctionnement génétiques

Geénes de susceptibilité

La colite ulcéreuse et la maladie de Crohn sont des maladies polygéniques. 12 analyses
pangénomiques réalisées a ce jour ont identifié des régions de susceptibilité sur 12
chromosomes. Conformément a I'hétérogénéité génétique des maladies inflammatoires de
I'intestin, aucun locus unique n'a été signalé de maniére cohérente dans toutes les analyses
du génome. Selon leur date initiale de notification, les régions des chromosomes 16, 12, 6, 14,
5,19, 1, 16 et 3 ont été renommeées IBD1-9, respectivement. Dernierement, davantage de
génes ont été rapportés avec des techniques de clonage positionnel et une cartographie fine
des régions de susceptibilité identifiées a partir de scans du génome (99). Dans quelques cas,le
ou les génes sous-jacents aux différents locus chromosomiques qui sont liés a une maladie
inflammatoire de l'intestin ont été identifiés : CARD15 (NOD2) est I'haplotype géne sur le
chromosome 16 dont 30 polymorphismes non conservateurs ont été identifiés. Les
substitutions d'acides aminés dans I'homologue humain des disques du gene de la drosophile
le grand homologue 5, qui est un membre de la famille des guanylate kinases associées a la
membrane (MAGUK) des protéines d'échafaudage, qui sont importantes dans la transduction
du signal et l'intégrité des cellules épithéliales, sous-tendent le chromosome 10 région de
liaison, le géne sous-jacent au locus IBD5 a été identifié comme les nouveaux genes
transporteurs cationiques organiques 1 et 2 (OCTN1 et OCTN2) qui sont membres d'une
famille de protéines de transport de cations organiques qui pourraient également transporter
la carnitine, un cofacteur essentiel du métabolisme de lipides (100, 101). Tous les locus n'ont
pas été reproduits dans toutes les études. Cela pourrait indiquer une faible puissance
statistique en raison de la taille de I'échantillon et de la variation phénotypique. Selon deux
grandes méta-analyses, la preuve la plus convaincante d'un lien avec les maladies
inflammatoires de l'intestin dans toutes les populations et toutes les maladies se situe sur le
chromosome 6 (IBD3), qui code le complexe majeur d'histocompatibilité (102-104). Certaines

mutations dans ces locus pourraient étre associées a certaines maladies phénotypes ou cours
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de la maladie. Par exemple, le domaine 2 d'oligomérisation de liaison aux nucléotides (NOD2,
CARD15), qui est exclusivement associé a la maladie de Crohn dans les populations blanches,
a été associé a la sténose de la maladie de Crohn de l'intestin gréle. Le HLA sous-jacent
DRB*0103 a été associé a une évolution particulierement agressive de la colite ulcéreuse et a
la nécessité d'une intervention chirurgicale et de la maladie de Crohn colique. Les
complications des maladies extra-intestinales, telles que I'arthropathie ou l'uvéite, ont été
associées a HLA-B27 ou HLA-B35, et HLAB44 ou HLA-DRB*0103, respectivement (105).
D'autres mutations, telles que les mutations récemment décrites dans le gene IL23R,

pourraient protéger contre la maladie de Crohn.

Agrégation familiale

L'agrégation familiale des maladies inflammatoires de l'intestin a été signalée pour la premiéere
fois dans les années 1930 (106). Des antécédents familiaux positifs demeurent le principal
facteur de risque indépendant de la maladie. Le plus grand risque pour les proches est de
développer la méme maladie que le proche atteint. Les personnes atteintes de la maladie de
Crohn ont un parent au premier degré atteint de la maladie de Crohn dans 2,2 a 16,2 % des
cas et d'une maladie inflammatoire de I'intestin dans 5,2 a 22,5 % des cas. Le risque de maladie
de Crohn chez un frere ou une sceur d'un candidat a la maladie de Crohn est plus élevé que le
risque moyen chez un parent au premier degré. Les personnes atteintes de rectocolite
hémorragique ont un parent au premier degré atteint de rectocolite hémorragique dans 5,7 a
15,5 % des cas et de maladie intestinale inflammatoire dans 6,6 % a 15,8 %. Le risque estimé
a vie de développer une maladie inflammatoire de l'intestin pour un parent au premier degré
d'un candidat a la maladie de Crohn est de 4,8 a 5,2 % pour les non-juifs et de 7,8 % pour les
juifs. Les chiffres équivalents pour les parents au premier degré avec un probant de colite
ulcéreuse sont de 1,6 % pour les non-juifs et de 5,2 % pour les juifs. La concordance pour le
type de maladie, le schéma de la maladie et la présence de manifestations de maladie extra-
intestinale est de 75— 80 %, 64 % et 70 %, respectivement (107).
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4.2 Facteurs environnementaux

En Amérique du Nord et en Europe du Nord on retrouve les taux d'incidence et de prévalence
les plus élevés pour la RCH et la MC. Les taux d'incidence les plus faibles sont retrouvés en
Amérique du Sud, en Asie du Sud-Est, en Afrique (a I'exception de I'Afrique du Sud) et en
Australie (108). Bien que ces données suggerent qu'il existe un gradient du nord au sud, elles
pourraient également indiquer une variation dans I'acces et la qualité des soins de santé ainsi
que différents degrés d'industrialisation, d'assainissement et d'hygiéne. De nombreuses
régions ou les taux d'incidence sont faibles comprennent les pays en développement. Des taux
d'incidence différents pourraient également résulter des antécédents génétiques différents
des résidents de ces parties du monde. L'augmentation des taux d'incidence des MICl chez les
immigrants des régions a faible incidence qui se déplacent vers les pays développés et une
corrélation des taux d'incidence avec l'industrialisation a Hong Kong et en Chine continentale
a également été identifiées (109). Plusieurs grandes études épidémiologiques en Amérique du
Nord et en Europe ont montré une accumulation de cas des MICI dans les communautés
urbaines par rapport aux communautés rurales. Comme pour le gradient nord-sud, ce modele
n'implique probablement pas autant la géographie que d'autres facteurs environnementaux,
tels que l'industrialisation, I'assainissement des eaux et I'hygiéne, ou les différences d'acces
aux soins de santé spécialisés. Les premiéres études épidémiologiques menées aux Etats-Unis
et en Scandinavie ont suggéré que la RCH est plus fréquente pendant les saisons d'automne
et d'hiver (110, 111). Ces données sont contredites par des études plus récentes menées aux

Etats-Unis et en Italie (112, 113).
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4.3 Etiologie des MICI

En Europe du Nord, au Royaume-Uni et en Amérique du Nord, on retrouve les taux d'incidence
et la prévalence les plus élevés de la RCH et de la MC, cependant les taux commencent a se
stabiliser. Les taux continuent d'augmenter dans les zones a faible incidence telles que le sud
de I'Europe, I'Asie et la plupart des pays en développement. En Amérique du Nord, les taux de
prévalence de la maladie de Crohn chez les Hispaniques (4 pour 100 000) et les Asiatiques (5
pour 100 000) sont bien inférieurs a ceux des Blancs (43 pour 100 000) et des Afro-Américains
personnes 29 pour 100 000) (114). L'importance de |'origine ethnique dans le risque des MICI
est étayée par une étude montrant des différences ethniques dans la localisation de la maladie

et les complications des maladies extra-intestinales (115).

L’émergence des maladies inflammatoires chroniques de l'intestin (MICI) est directement liée
a I'apparition de dysfonctionnement entrainant des troubles gastro-intestinaux chroniques,
notamment une inflammation incontrolée. Il en existe deux formes cliniques principales: la
maladie de Crohn (MC), qui peut affecter n'importe quelle partie du tractus gastro-intestinal,
et la rectocolite hémorragique (RCH), dans laquelle la pathologie est limitée a la muqueuse
colique (82). L'étiologie précise des MICI n’est pas encore définie, mais plusieurs facteurs
contribuent de maniére majeure a la pathogenese de ces maladies ont été identifiés. Ceux-ci
se répartissent en trois catégories distinctes : le dysfonctionnement du systeme immunitaire
de I'hote, les facteurs génétiques, les facteurs environnementaux, précédemment décrit. Au
niveau cellulaire, la diaphonie dynamique entre les cellules épithéliales intestinales, les
microbes intestinaux et les cellules immunitaires locales représente I'une des caractéristiques

fondamentales de ['homéostasie intestinale (116).
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PARTIE 1.
INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Etant donné que les progrés dans la compréhension de la pathogénése des MICI n'ont pas été
entierement élucidés, identifier des cibles thérapeutiques curatives ou préventives efficaces contre
les MICl reste un défi a relever. Les traitements classiques des MICI se concentrent sur la réduction de
I'activité inflammatoire en atténuant la prolifération et l'activité pro-inflammatoire des cellules
immunitaires. Cet arsenal thérapeutique comprend les corticoides, le 5-ASA, les thiopurines et bien
d’autres molécules. Dans cet arsenal plus récemment on observe le développement d’agents
biologiques tel que des anticorps monoclonaux dirigés contres des cytokines ou des molécules
d’adhésion cellulaires. Ces différents médicaments ou thérapies ne cessent d’évoluer dans le but
d’améliorer les effets thérapeutiques de ces produits en revanche il est nécessaire de maintenir un
controle suffisant des effets secondaires induits a court ou long termes par ces différentes méthodes
de médication qui sont parfois combinés. Afin de réduire le risque d'événements indésirables a un
niveau acceptable les chercheurs étudient également les thérapies alternatives naturelles a base de

probiotiques qui pourraient permettre une meilleure prévention des MICI.
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5. Les traitements standards

5.1 5-Aminosalicylate
Mesalazine (5-ASA)

NF-xB activity ¢

Inflammatory mcdiatory

Anti-colitic activity

5-ASA: 5-Aminosalicylic acid
AMPK: Adenosine monophoshate-
activated protein Kinase (Park Heejung et al. Current Molecular Pharmacology, 2019)

Figure 12. La mesalazine

Dans les années 1930, Nana Swartz a étudié I'activité thérapeutique de la sulfasalzine (SASP), attribuée
a l'action anti-inflammatoire du fragment 5-ASA. Au cours de ses travaux cliniques Nana Swartz a
constaté une amélioration significative des symptdmes chez les patients atteints de MICI avec un
traitement au 5-ASA (117). De nos jours, le 5-ASA compte parmi les médicaments les plus importants
dans le traitement des stades actifs de la maladie et dans le maintien de la rémission de la RCH et est
toujours disponible sous plusieurs formes posologiques. (Les formes galéniques orales établies de 5-

ASA sont enrobées de polyméres sensibles au pH tel que le Claversal®, Salofalk®, Asacol® et Pentasa®).

Le 5-ASA induit une réduction de la production locale de cytokines dans la muqueuse intestinale
notamment des cytokines IL-1B, I'IL-2 et de I'[FNy. Il inhibe la transcription du NFkB épithélial en
modulant sa phosphorylation (Figure 12). De plus, le 5-ASA bloque I'effet pro-inflammatoire du TNF-a
sur les cellules immunitaires de la muqueuse et réduit la production locale de prostaglandines et de
leucotrienes(118, 119). En 2005, il a été rapporté que le 5-ASA est un puissant agoniste de la famille

des récepteurs PPAR-y (119, 120).
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5.2 Glucocorticostéroides

Les effets anti-inflammatoires des glucocorticostéroides (GCS) sont médiés par le récepteur
intracellulaire des glucocorticoides, qui migre vers le noyau cellulaire dans les 20 minutes suivant la
liaison ligand/récepteur. Dans le noyau, le complexe glucocorticoide/récepteur se lie aux éléments
réactifs positifs aux glucocorticoides dans I'ADN et induit la synthése de protéines anti-inflammatoires

(121, 122).

Le complexe récepteur des glucocorticoides se lie également aux éléments réactifs aux
glucocorticoides négatifs dans I'ADN, inhibant I'expression génique des cytokines telles que I'lL1B et
I'lL2 (122). De plus, la répression trans, qui implique l'interaction du complexe récepteur des
corticostéroides avec des facteurs de transcription pro-inflammatoires dans le génome, réduit la

transcription de la protéine activatrice 1 et du facteur NFkB (123).

Le complexe récepteur corticostéroide inhibe également de maniere compétitive les co-activateurs
pro-inflammatoires dans le noyau cellulaire. Tous ces mécanismes de régulation négative conduisent

a une expression réduite de cytokines telles que I'lFNy et le TNFa (122, 124).

5.3 Thiopurines

L'effet anti-inflammatoire des thiopurines (azathioprine et 6-mercaptopurine) et leurs effets
secondaires sont principalement attribuables aux actions du métabolite mutuel 6-thioguanine, qui
remplace la guanine dans la réplication de I'ADN des cellules immunitaires proliférantes, supprimant
ainsi la prolifération des leucocytes et les lymphocytes. De plus, la thiopurine méthyltransférase
(TPMT) méthyle les thiopurines en méthylmercaptopurines ribonucléotides qui exercent une inhibition
immédiate de la synthése des purines dans les leucocytes. Le méthyl nitroimidazole qui est un sous-
produit du métabolisme de |'azathioprine (mais pas de la 6-mercaptopurine), et posséde des
caractéristiques immunosuppressives dont le mécanisme n'est pas encore complétement connu (125,
126). L'effet immunosuppresseur des thiopurines est lié directement au métabolite 6-thioguanine-
triphos-phate (6-TGTP) qui bloque la signalisation de Racl médiée par la stimulation CD28 par les
lymphocytes, toute cette cascade conduit a I'apoptose des lymphocytes T spécifiques de l'antigéne et
donc une diminution des lymphocytes activés. Cet effet est exécuté par l'inhibition de STAT3 et de
NFkB et peut expliquer les réponses tardives chez les patients atteints de MICI, car apreés l'initiation
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des thiopurines, une réponse immunosuppressive compléte ne peut étre attendue avant deux a trois
mois de traitement (127). Des études animales ont montré que 'apoptose induite par la thiopurine
nécessite une exposition répétée des lymphocytes T activés a l'antigéne. Cette mort cellulaire
programmeée prolongée dans le temps dans les cellules T activées en combinaison avec la substitution
de la guanine par la 6-thioguanine dans la réplication de I'ADN entraine finalement une déplétion des

cellules T et I'abrogation du processus inflammatoire (128).

6. Les Traitements récents

Les aminosalicylates, les thiopurines et les stéroides sont des molécules utilisées depuis longtemps.
Cependant, il existe d’autres molécules administrées par voie orale qui sont plus récentes sans pour
autant étre innovantes, néanmoins ces molécules ont le potentielles de remplacer ces médicaments
préexistants. Les nouvelles petites molécules comprennent les inhibiteurs de Janus kinase (JAK), les
oligonucléotides anti sens homologues décapentaplégiques SMAD7 (ou Mothers against
decapentaplegic homolog) ou les modulateurs des récepteurs de la sphingosine-1-phosphate (S1P).
Ces molécules ont pour réle de bloquer la surexpression des signaux de communication et/ou de la

migration des cellules immunitaires lors d’une réponse inflammatoire.
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6.1 Inhibiteur de signalisation

Inhibiteur de JAK

I
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TRANSCRIPTION /

\'N/

Figure 13. Le fonctionnement d’un inhibiteur de JAK (stephanie chapman et al. 1AAD, 2021)

La famille Janus kinase (JAK) comprend quatre tyrosines kinases intracellulaires - JAK1, JAK2, JAK3 et
la tyrosine-protéine kinase non réceptrice 2 - celles-ci activent les transducteurs de signaux et les
activateurs de la transcription (STAT) (129). Cette voie JAK-STAT régule I'expression de multiples

médiateurs impliqués dans les voies inflammatoires des MICI (Figure 13).

Le tofacitinib, un inhibiteur pan-JAK est une molécule administré par voie orale, qui s'est révélé

efficace dans deux études de phase 3 de la RCH.

Ces essais cliniques de phase 3 appelés (OCTAVE-1/2) et OCTAVE-S (130), qui avaient pour objectif
d'induire une phase de rémission et de la maintenir. Le tofacitinib a démontré dans ces études son
efficacité a la fois dans I'induction et le maintien de la rémission chez les patients atteints de la RCH
modérée a sévére. Les essais d'induction OCTAVE-1 et OCTAVE-2 ont réuni respectivement 598 et 541
patients. Dans OCTAVE-1/2, une rémission de 18,5% / 16.6% a la semaine 8 a été observée
respectivement chez les patients du groupe tofacitinib 10 mg, contre 8,2 %/ 3.6% respectivement dans
le groupe placebo. Ensuite les patients qui avaient pu terminer les essais d'induction avec une réponse

clinique positive, ont participé a I'essai OCTAVE-S. A la semaine 52, une amélioration de la rémission
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clinique a été observée chez les patients atteignant les 40,6 % contre 11,1 % des patients du groupe
placebo. Cependant le tofacitinib cible plusieurs voies de cytokines, ce qui pourrait augmenter le risque
d'infection. Dans les études OCTAVE, les infections sont survenues a des taux plus élevés avec le
tofacitinib qu'avec le placebo (130, 131). L'innocuité et I'efficacité a long terme du tofacitinib sont en
cours d'évaluation dans une étude a long terme qui est en cours (OCTAVE Open, NCT01470612). En
attendant les résultats de cette étude le tofacitinib a été approuvé pour le traitement des patients
atteints de RCH modérée a sévere par la FDA américaine en juin 2018. D'autre part, dans un essai pour
la MC de phase 2 de 4 semaines (132) puis d’'une phase 2b d'induction et de maintenance d'une

rémission (133), le tofacitinib n'a eu aucun effet clinique positif d’efficacité par rapport au placebo.

-  SMAD7
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Figure 14. Le fonctionnement de Smad7 (Edoardo Troncone et al. Front Immunol, 2018)
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Le facteur de croissance transformant B1 (TGF-B1) est une cytokine pléiotrope qui posséde des
propriétés anti-inflammatoires et joue un réle important dans I'noméostasie cellulaire. Dans les MICI,
le TGF-B1 est fortement produit mais son activité est bloquée par la voie SMAD associée a son
récepteur TGF-B. Une activité anormalement réduite du TGF-B1 dans les MICI est liée a des niveaux
accrus de SMAD7, une protéine intracellulaire qui se lie aux récepteurs TGF-B (Figure 14). Par
conséquent, SMAD?7 est une cible potentielle pour la suppression de I'inflammation associée aux MICI
(134). Mongersen qui est le médicament oral contenant le SMAD7 est un oligonucléotide anti sens qui
va se fixer sur I'ARN messager du SMAD7 et induire sa dégradation (135, 136). Un essai de phase 2 a
été mené aupres de 166 patients atteints de MC modérée a séveére, ils ont recu différentes doses de
Mongersen (10, 40 ou 160 mg/jour) ou un placebo pendant 2 semaines (137). L’étude révele des taux
de rémission clinique de 55 % et 65 % au jour 15 les doses 40 et 160 mg/jour respectivement, contre
10 % dans le groupe placebo. Cependant la dose de 10 mg de Mongersen n'a pas montré d'efficacité
significative avec seulement 12% de rémission. La plupart des effets indésirables étaient liés soit aux

symptomes soit aux complications de la MC (137).

6.2 Inhibiteur de la migration des cellules immunitaires

- Sphingosine 1-phosphate
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Figure 15. Le fonCtionnement de S1P (Tushar Shukla et al. Current Gastroenterology Reports, 2019)
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S1P est un sphingolipide bioactif qui régule les réponses cellulaires dans différents types de cellules via
I'activation extracellulaire du récepteur S1P 1 (S1P;) a S1Ps (138). S1P;, S1P,4 et S1Pssont impliqués
dans la régulation du systéme immunitaire et exprimés sur les lymphocytes et les cellules endothéliales
des ganglions lymphatiques (Figure 15). Les lymphocytes migrent des ganglions lymphatiques vers les

vaisseaux sanguins selon le gradient de concentration de S1P.

La signalisation du phosphate de shingosine-1 (S1P) sur les lymphocytes T a mémoire centrale facilite
leur sortie des ganglions lymphatiques. L'internalisation du récepteur S1P induit la rétention des
lymphocytes dans le ganglion lymphatique, inhibant ainsi leur recrutement dans les tissus enflammés
(138, 139). L'immunité protectrice est généralement préservée car les lymphocytes T effecteurs
mémoire ne circulent pas dans les ganglions lymphatiques. L'ozanimod est un modulateur S1P qui
régule négativement le sous type 1 et 5 des récepteurs S1P (140, 141). Un essai de phase 2 nommé
TOUCHSTONE a évalué I'induction et de maintien d'une rémission apres traitement au ozanimod chez
197 patients atteints de RCH modérée a sévere (142). Les patients ont recus un placebo, ou 0,5 ou 1
mg d'ozanimod par jour. A la semaine 8, une rémission clinique de 16% chez les patients ayant regu 1
mg d'ozanimod et 14 % chez ceux ayant regu 0,5 mg d'ozanimod, contre 6 % pour ceux qui ont regu un
placebo. A la semaine 32, la rémission clinique était de 21 % dans le groupe ayant regu 1 mg
d'ozanimod, de 26 % dans le groupe ayant regu 0,5 mg d'ozanimod et de 6 % dans le groupe ayant
recu le placebo. L'ozanimod a été bien toléré et les effets indésirables les plus fréquents étaient
I'anémie et les maux de téte. Les résultats intermédiaires d'un essai ouvert a long terme de phase 3
ont indiqué que la dose de 1 mg d'ozanimod semble étre bien tolérée, avec des preuves d'efficacité
rapide et durable jusqu'a la semaine 104 sans saignement rectal chez 88,2 % des patients analysés

(142).
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6.3 Agent biologiques
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Figure 16. Les prinCianX Anti-TNFo (Akram MS, et al. Critical Reviews in Biotechnology, 2020)

Les thérapies biologiques qui utilisent des anticorps monoclonaux ciblant le facteur de nécrose
tumorale a (TNFa), comme l'infliximab, I'adalimumab, le golimumab et le certolizumab pegol, ont été
introduits a la fin des années 1990 pour induire et maintenir la rémission des patients atteint de MICI
(143-148) (Figure 16). Ces produits biologiques prometteur au départ n’ont pas permis le contrdle des
symptomes, ni I'amélioration de Ila qualité de vie des patients sur le long terme, car un tiers des
patients atteints de MICI ne répondent pas aux traitements des inhibiteurs du TNFa (147-150) et un
autre tiers le deviendra dans un second temps au cours des traitements visant a maintenir la rémission
par les inhibiteurs du TNFa (151-153). De plus, bien que le profil de tolérance de I'anti TNFa soit
généralement acceptable, ces médicaments présentent des effets indésirables liés aux infections et

aux tumeurs malignes (154-156).

C’est pourquoi, au fur et a mesure que notre compréhension des mécanismes pathologiques des MICI
a progressé, certains nouveaux agents biologiques ont montré un potentiel plus intéressant dans les

essais cliniques sur les MICI et sans effets indésirables conséquent pour les patients.

Ces agents biologiques comprennent les anti-intégrines, les anti-cytokines et la molécule d'adhésion
cellulaire anti-muqueuse vasculaire addressin-1 (MAdCAM-1) et peuvent également offrir une

opportunité de traitement chez les patients qui ont déja échoué avec les inhibiteurs du TNFa.
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6.3.1 Anticorps monoclonaux :

- Anti cytokines

L'interleukine IL12 (p35/p40) et IL23 (p19/p40) sont des cytokines hétérométriques pro inflammatoires
qui partagent une sous-unité p40 commune et induisent la différenciation des lymphocytes T
auxiliaires TH-1 et TH-17, respectivement, conduisant ainsi a des réponses immunitaires des
lymphocytes T (157). Ces cytokines sont exprimées par les cellules dendritiques et les macrophages.
Leur expression est augmentée dans la muqueuse intestinale lors d'une réponse inflammatoire telle
que celle qu'on retrouve chez les patients atteints de MICI (91). L'ustekinumab, reconnait la sous-unité
p40 commune aux cytokines pro-inflammatoires IL-12 et IL-23, c’est un traitement établi du psoriasis
et du rhumatisme psoriasique. Depuis 2016, il est également enregistré pour le traitement de la MC,
régulant l'inflammation en inhibant les deux cytokines responsables de la réponse Thl et Thl7,

observées dans les MICI (158).

L'ustekinumab est un anticorps monoclonal IgG1k entierement humain dirigé contre la sous-unité p40
commune des cytokines I'lL12 et de I'lL23, et il réduit |'activation des lymphocytes T. L'ustekinumab a
démontré une efficacité d'induction de la rémission chez les patients présentant un échec a la thérapie
anti TNFa et aux patients n'ayant pas recu de thérapie préalable ou présentant des réponses fortes
d'effets indésirables aux thérapies conventionnelles (158, 159). Dans un essai nommé UNITI-1 de
phase 3 sur des patients atteints de MC modérée a sévere il a été démontré que les taux de réponse
positive a la semaine 6, chez les patients recevant de |'ustekinumab a la dose de 130 mg/kg (34,3 %)
ou de 6 mg/kg (33,7 %) étaient significativement plus élevés que le taux chez les patients recevant le
placebo (21,5 %). L'efficacité de I'ustekinumab sur les symptomes semble étre similaire a celle des
inhibiteurs du TNFa, et un bénéfice clinique a été observé dés la semaine 3. Ainsi, contrairement au
vedolizumab, l'ustekinumab pourrait étre le choix préféré dans la MC sévere. De plus, comme
|'ustekinumab inhibe les cytokines pro-inflammatoires, il pourrait étre le meilleur choix pour les
patients présentant des manifestations extra-intestinales telles que la pyodermite, la spondylarthrite

ankylosante ou l'uvéite (160-162).
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- Antiintégrine

Une partie importante du maintien de l'inflammation intestinale chronique est due au recrutement
continu de lymphocytes T activés dans l'intestin. Le vedolizumab est un anticorps monoclonal 1gG1
sélectif contre L'intégrine a4B7. Il a été démontré que le védolizumab induit efficacement la rémission
et la maintient. Le védolizumab n'interagit qu'avec I'hétérodimeére intégrine a4B7, cette spécificité le
rend intéressant pour le traitement des maladies inflammatoires chroniques (163). En plus des
lymphocytes, les monocytes CD16+ circulants expriment a4B7, ce qui peut expliquer la réduction des
macrophages muqueux M2 (observée chez les souris traitées aux anti-a4p7) (164). Dans I'étude
GEMINI 1, les résultats de 374 patients atteints de RCH modérée a sévére ont été analysés, et révéle
un taux de réponse positive de 47,1 % des patients ayant regu un traitement d'induction a la semaine
6, contre 25,5 % de ceux du groupe placebo. Dans GEMINI 2, qui avait la méme conception que GEMINI
1, des données correspondantes ont été obtenues chez des patients atteints de MC modérée a sévére.
L'action sélective sur les intestins du vedolizumab a des implications cliniques importantes pour son
profil d'innocuité. Apres plus de 5 ans et sur 2 800 patients exposés au vedolizumab, aucun risque
accru n'a été trouvé pour aucune infection. Il est important de noter que le vedolizumab n'augmente
pas le risque d'infections opportunistes, et le taux d'induction de cancer est compatible avec celui
naturellement observé chez les patients atteints de MICI. Pour cette raison, le vedolizumab pourrait
étre un bon choix pour les patients atteints de MICI présentant des contre-indications, telles qu'une
insuffisance cardiaque congestive, un lymphome. Récemment, le vedolizumab a été approuvé par la
FDA américaine et I'Agence européenne des médicaments (EMA) pour la colite modérée a sévére ou
les patients atteints de MC qui ne répondent pas aux traitements conventionnels ou au traitement par

inhibiteur du TNFa (165).

- Anti MAACAM

Les MICI sont caractérisés par le recrutement persistant de grandes quantités de leucocytes du sang
vers la muqueuse intestinale. Des interactions entre plusieurs molécules de surface sur les
lymphocytes T appelées intégrines (a4B7) et des molécules d'adhésion spécifiques aux tissus appelées
ligands (MAdCAM 1), qui sont exprimés principalement dans les veinules endothéliales, sont

responsables du recrutement des lymphocytes dans l'intestin observé dans l'inflammation intestinale
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chronique. Les ligands MAdCAM 1 dans l'intestin permettent la compartimentation de la réponse

immunitaire, limitant |'extravasation des lymphocytes au site d'action prévu (166).

Le traitement SHP-647 est un anticorps monoclonal anti MAdCAM IgG2 entierement humanisé dirigé
contre lamolécule d'adhésion endothéliale spécifique a l'intestin MAdCAM 1 (167). Les essais de phase
2 ont été menés séparément chez des patients atteints de RCH et de MC. Dans |'étude nommé
TURANDOT, 357 patients atteints de RCH modérée a séveére ont été sélectionnés pour recevoir 7,5 /
22,5/ 75 ou 225 mg de SHP-647 ou un placebo. A la semaine 12, les taux de rémission clinique étaient
de 11,3 %, 16,7 % et 15,5 % et 5,7 % pour les doses 7,5, 22,5, 75 et 225 mg/kg respectivement, contre

2,7 % dans le groupe placebo (168).

7. Les traitements innovants

7.1 Transplantation fécal

La TMF peut étre une de traitement dans la RCH associée a la présence/ dysbiose induite par la bactérie

Clostridium difficile (169, 170).

Bien que la TMF ait également été proposée comme méthode de traitement des MICl il y a environ 30
ans (171), l'intérét et les recherches porté a ce domaine n’ont augmenté que récemment. Une méta-
analyse de 53 études, 41 sur la RCH, 11 sur la MC, comprenant 661 patients atteints de MICI, a montré
que 36 % des patients atteints de RCH et 50,5 % des patients atteints de MC subissant une TMF ont
obtenu une rémission clinique (172). Dans une sous-analyse de 24 études, les analyses du microbiote
ont montré une diversité accrue et un déplacement du profil du microbiote receveur vers le donneur.
Dans toutes ces études aucune augmentation significative d'effets indésirables graves n'a été
observée. La TMF s'est révélée prometteuse comme traitement des MICI, en particulier de la RCH
(173). La TMF en tant que traitement est une alternative prometteuse, du fait de la délivrance d'un
microbiote sain proche du site inflammatoire, et notamment grace aux perfusions multiples

administrées via le tractus gastro-intestinal inférieur. Le réle de la TMF dans la MC reste encore flou.
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La plupart des patients dans les études réalisées jusqu'a présent avaient une RCH légere a modérée,
et il n'est pas clair si 'efficacité sera similaire, meilleure ou pire chez les patients atteints d'une maladie

grave.

7.2 Transplantation cellules souches

La recherche ayant démontré l'importance la cicatrisation des muqueuses dans les MICI (174),
apporter une réponse clinique est devenu nécessaire pour réparer les tissues inflammées. Une
nouvelle thérapie a base de cellules souches pouvant favorisé la régénération des tissus muqueux a
été mise en évidence dans les MICI (175). La biologie des cellules souches peut étre appliquée en

utilisant deux méthodes différentes.

Premierement, la greffe de cellules souches hématopoiétiques (TCSH) a été envisagée pour le
traitement de la MC réfractaire. La myéloablation du patient sujet, suivie d'une TCSH, pourrait rétablir
|'état immunologique du patient avant le développement de la maladie. Un essai de phase 3 nommé
ASTIC a étudié 45 patients atteints de MC mais a été interrompu car aucune amélioration significative
n'a été constatée dans la rémission durable de la maladie a 1 an par rapport au traitement

conventionnel (176).

Deuxiemement, la greffe de cellules souches mésenchymateuses (TSCM) fait I'objet d'essais cliniques
pour traiter la RCH et la MC luminale (administration intraveineuse, allogénique) ou la MC fistuleuse
(injection intra lésionnelle, autologue). La TSCM peut présenter a la fois des fonctions
immunorégulatrices et des fonctions de régénération tissulaire lors de la transplantation et peut étre
largement utilisée pour la transplantation allogénique en raison de sa faible immunogénicité. Un essai
de phase 3 de 212 patients atteints de la MC a démontré que la TSCM autologue injectable intra
|ésionnelle est un traitement efficace et sOr par rapport au placebo pour les fistules péri anales
complexes chez les patients qui n'ont pas répondu aux traitements conventionnels ou biologiques
(133). A la semaine 24, la rémission des fistules externes traitées a été obtenue dans 50 % et 34 % des
groupes TSCM et placebo, respectivement. Actuellement, la TSCM autologue intra Iésionnelle a été

commercialisée pour la MC avec fistule péri anale et des essais liés aux cellules souches sont en cours.

63



7.3 Combo Thérapies

Les combinaisons de médicaments, telles que celles couramment utilisées dans le traitement du
diabéte ou de I'hypertension, pourraient étre un moyen de tirer parti des forces et de compenser les
faiblesses des agents biologiques et des molécules thérapeutiques. Les essais cliniques nommés SONIC
et SUCCESS ont associés l'infliximab et I'azathioprine pour évaluer le potentiel de la combo thérapie
(177, 178). De méme, les essaies GEMINI 1 et 2 avaient également démontré qu'un traitement
immunosuppresseur concomitant avec le vedolizumab permettait une diminution de
I'immunogénicité induite (179). Néanmoins d'autres études sont nécessaires pour déterminer si la
thérapie combinée avec des immunosuppresseurs offre les mémes avantages cliniques pour le

vedolizumab que ceux observés avec la thérapie combinée infliximab/azathioprine (158).

La multitude d’agents biologiques pour le traitement des MICI offre la possibilité de les combiner pour
optimiser les effets antagoniste de I'inflammation en agissant simultanément sur différentes voies, ce
qui pourrait produire des effets additifs ou synergiques pour les personnes résistantes aux traitements

conventionnelles.

En 2007, une étude a mené un essai randomisé sur |'efficacité et I'innocuité du natalizumab chez des
patients atteint de la MC qui n'était pas en rémission mais qui recevait de l'infliximab (180). Cette étude
a montré que les symptomes avaient tendance a s'améliorer dans le cas des patients traités au
natalizumab/infliximab par rapport aux patients traités au placebo/infliximab avec des effets
indésirables comparables. Depuis lors, plusieurs études évalues les combinaisons d'agent biologique
tel que l'infliximab avec le vedolizumab, |'étanercept et le vedolizumab ou encore I'ustekinumab et

I'infliximab ou I'adalimumab (181).

Un essai ouvert de phase 4 est en cours évaluant la trithérapie vedolizumab, adalimumab et
méthotrexate nommé EXPLORER, a recruté des patients atteints de MC a haut risque. Cependant, cette
thérapie combinée est confrontée a certains problemes, tels que le blocage de voies opposées et
|'augmentation des effets secondaires qui en résultent, en plus de I'augmentation des co(ts d'une telle

thérapie.
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8. Les traitements naturels

Les substances phytochimiques sont définis comme des composés végétaux bioactifs et non nutritifs
provenant de fruits, de légumes, de céréales et d'autres aliments végétaux qui possedent une utilité
potentielle dans de nombreuses maladies. Les composés phytochimiques peuvent étre classés en

polyphénols, flavonoide, terpénoides, composés organosoufrés, phytostérols et alcaloides.

De nombreuses études ont rapporté que les régimes contenant des composés phénoliques peuvent
étre considérés comme des traitements complémentaires possibles pour les MICI (182-184). Les effets
bénéfiques sur la santé intestinale ont été démontrés par différentes classes de composés, en
particulier les flavonoides, par des tests in vitro, sur des animaux et des essais cliniques (185). Les
avantages sont principalement dus a leurs propriétés antioxydantes agissant directement comme
piégeurs de radicaux libres, ou interférant indirectement avec des protéines spécifiques dans les voies
de signalisation redox qui sont impliquées dans différentes fonctions biologiques (186, 187).
Spécifiquement pour les MICI, les polyphénols peuvent agir en inhibant les voies de signalisation NFkB
et les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK), en réduisant la transcription de la
cyclooxygénase-2 (COX-2) et en supprimant la production de médiateurs pro-inflammatoires, tels que
TNFa, IL6 et IL1B (188). De plus, il a été démontré que ces molécules augmentent I'activité des enzymes
antioxydantes, telles que la superoxyde dismutase (SOD) et la glutathion peroxydase (GPx), et
éliminent les espéces actives d'oxygeéne et d'azote générées dans le tissu intestinal [ésé, notamment
le superoxyde, I'hydroxyl radical et oxyde nitrique (NO) (186, 187). Des études récentes utilisant des
polyphénols de différentes origines végétales, y compris des sous-produits alimentaires, tels que des
pépins de raisin, le fruit de la passion etc... Soutiennent ses bienfaits anti-inflammatoires et

antioxydants potentiels.

Les polyphénols sont les composés naturels les plus couramment trouvés avec des caractéristiques
structurelles phénoliques. lls constituent un grand groupe de composés phytochimiques avec plus de
8000 composés identifiés (189). lls agissent comme de puissants antioxydants qui complétent et
renforcent les fonctions des vitamines et des enzymes antioxydantes en tant que défense contre le

stress oxydatif causé par un exces d'especes réactives de I'oxygene. Les sources riches de polyphénols
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comprennent des fruits comme la fraise, la framboise, la myrtille, la cerise, le noir et le raisin ; les
légumes comme le chou, les haricots, les radis et les graines entiéres; et les boissons de type : a savoir
le thé et le vin (190). Les polyphénols sont classés en acides phénoliques (par exemple, I'acide
vanillique et I'acide férulique), Les stilbénes (par exemple, le resvératrol) et les flavonoides (par
exemple, la génistéine, I'apigénine et la curcumine). De nombreuses études ont révélé |'efficacité des
polyphénols dans des troubles comme le diabéte, des conditions inflammatoires comme l'arthrite, les
MiIl, les troubles neurodégénératifs comme la maladie de Parkinson, la maladie d'Alzheimer, le cancer

et les antimicrobiens (191).

8.1 Les acides phénoliques

Les acides phénoliques simples sont des composés phénoliques non flavonoides conjugués a d'autres
produits chimiques naturels tels que les flavonoides, les alcools, les acides gras hydroxylés, les stérols
et les glucosides. Ce sont des dérivés de I'acide benzoique (par exemple, les acides p-coumarique,
caféique et férulique) et de I'acide cinnamique (par exemple, I'acide ellagique, p-hydroxybenzoique et
gallique). L'acide vanillique (acide 4-hydroxy-3-méthoxybenzoique) est un dérivé de I'acide benzoique
utilisé comme agent aromatisant. C'est une forme anoxydée de vanilline et on la trouve en fortes
concentrations dans les gousses de vanille. L'acide vanillique a un effet bénéfique sur la colite
ulcéreuse induite par le DSS en inhibant I'expression de la cyclooxygénase-2 et I'activation de NFkB, et
en réduisant les niveaux de TNF-a et d'IL-6, indiquant ainsi son utilité dans la régulation de
I'inflammation intestinale chronique. Un autre acide phénolique, l'acide caféique (acide 3,4-
dihydroxycinnamique), est structurellement lié aux flavonoides et est un composant biologiquement
actif de la propolis des ruches d'abeilles. Il possede des propriétés antivirales, anti mitogénes, anti-
inflammatoires et immunomodaulatrices. L'acide caféique a empéché la perte de poids corporel dans
le modele de colite DSS et a amélioré la longueur du célon, I'apport alimentaire et I'activité MPO.
L'expression colique de I'lL17 et de la NO synthase inductible (iNOS) a été inhibée, tandis que
I'expression de I'lL4 et du CYP4B1 a été augmentée. L'acide ellagique (2, 3, 7,8-tétrahydroxy chromeno
[5, 4,3-] chroméne-5,10-dione) est un phénol végétal naturel présent dans les fruits comme la grenade,
les baies, les noix et les légumes. Diverses études ont fourni des preuves de ses propriétés
pharmacologiques comme antioxydant, anti-inflammatoire et anti cancérigene. Dans un modele de rat
de la maladie de Crohn, l'acide ellagique a augmenté la production de mucus dans les cellules

caliciformes et diminué l'infiltration des neutrophiles et des protéines pro-inflammatoires comme la
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COX-2, I'INOS et réduit I'activation des protéines kinases activées par les mitogénes p38, JNK et ERK1/2
(MAPK), empéchant la dégradation de I'lkB.

8.2 Les stilbénes

Le resvératrol, trans-3, 5,4-trihydroxy-trans-stil-bene, est un phytochimique produit par les plantes. Il
a été identifié dans 70 espéces végétales, y compris les raisins, les arachides, les baies et les pins. Il est
retrouvé en grande quantité dans la peau des raisins rouges, et donc en concentration élevée dans le
vin rouge et le jus de raisin. De nombreux mécanismes anti inflammatoire antioxydant ont été
proposés pour le resvératrol , via par exemple des actions directes et indirecte sur I'activité et la
métabolisation de la cyclooxygénase (COX), de I'hydro peroxydase, de la protéine kinase C, de la Bcl 2
phosphorylation, de I'Akt (une kinase anti-apoptique), de la kinase d'adhérence focale, du facteur
nucléaire NFkB, de la métalloprotéase matricielle 9, et de régulation du cycle cellulaire (192). En ce qui
concerne le mécanisme exact par lequel le resvératrol agit, il n'a pas été clairement établi pour les
effets anti-inflammatoires et immunomodulateurs. Néanmoins, un intérét significatif a été porté a ce
role potentiel, étant donné que les inhibiteurs de la COX sont couramment utilisés comme anti-
inflammatoires et que le resvératrol est un puissant inhibiteur de l'activité de la COX in vivo.
Cependant, I'effet du resvératrol sur le systéme immunitaire ne semble pas étre mécaniquement aussi
simple que l'inhibition non spécifique de l'inflammation, Le resvératrol semble renforcer la réponse
immunitaire des souris traitées aux dinitrofluorobenzene et empéche l'immunosuppression par
|'éthanol (193). Les mécanismes exacts par lesquels le resvératrol inhibe et renforce de maniére
différentielle le systéme immunitaire n'ont pas été clairement élucidés non plus. Dans les modeéles de
colite inflammatoire chez les rongeurs, il a été démontré que le resvératrol administré avant et apres
une lésion du cblon inverse la perte de poids, augmente la consistance des selles, améliore I'apparence
des muqueuses, améliore le score histopathologique, diminue l'infiltrat inflammatoire et diminue les

interleukines (IL1B , COX-2 et prostaglandine (PG2) au niveau muqueuses (194).

67



8.3 Les flavonoides

Les flavonoides constituent un grand groupe de polyphénols hétérogenes présents dans les fruits, les
légumes, les [égumineuses, les herbes, les épices, les tiges, les fleurs et le thé ainsi que le vin rouge. Ce
sont des composants importants des agrumes et, dans de nombreux pays, ils sont quotidiennement
consommeés (195). lls sont divisés en six classes, a savoir les flavonols (par exemple, le kaempférol, la
quercétine et la curcumine), les flavanols (par exemple, les catéchines et les proanthocyanidines), les
flavones (par exemple, la lutéoline et I'apigénine), les anthocyanes (par exemple, la cyanidine), les
flavanones (par exemple, I'hespéridine et la naringénine) et les flavanonols (par exemple, la taxifoline)
(196). Les flavonoides possédent diverses activités pharmacologiques anti inflammatoires, anti cancer,
les antimicrobiens et antiparasitaires (197). Parmi les flavonoides, les flavonols sont les plus abondants
et les plus répandus dans la nature. Les sources les plus riches en flavonols comprennent les oignons,
les pommes, le cidre, les raisins, le vin, le brocoli et le thé. Les flavonols abondants dans les plantes
également avec la quercétine, le kaempférol, la myricétine, I'isorhamnétine, la tamarixétine, la morine

la fisétine et la curcumine.

Dans le cadre de mon projet de thése notre intérét s’est porté sur les propriétés anti-inflammatoires

de la curcumine.

8.3.1 Lacurcumine
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Figure 17. La composition du curcuma (va-kun cao et al. Molecules, 2014)
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Curcuma longa Linn. (Zingiberaceae) est la principale source de curcumine. C'est une plante originaire
d'Inde et d'Asie du Sud-Est (198, 199). Le curcuma est une plante herbacée vivace pouvant atteindre
1,0 m de hauteur. Son rhizome principal est ovale, d'environ 3 cm de diameétre et 4 cm de long, et se
compose d'une chair orange. Le plus grand producteur de curcuma est I'Inde (200). Les curcuminoides
présent dans les racines de la plante, constituent 1 a 6% de, selon son origine et les conditions dans
lesquelles il est cultivé. La curcumine est le curcuminoide majeur (50 a 60%) présent dans la plante et
se décompose en deux autres composants majeurs, a savoir la déméthoxycurcumine (DMC) 20 a 30%,
et la bisdéméthoxycurcumine (BDMC) 7 a 20% (201-204) (Figure 17). Actuellement, de nombreux pays,
dont les Etats-Unis, I'Europe, I'Inde, le Japon, la Corée, la Thailande, la Chine, la Turquie, I'Afrique du
Sud, le Népal et le Pakistan commercialisent la curcumine comme complément alimentaire (205) sous
forme de gélules (206), de pommades médicinales, de cremes, de savons et de produits alimentaires,

comme les boissons énergisantes (207).

Sa formule chimique est C21H2006, avec un poids moléculaire de 368, 38 g/mol, la structure chimique
a été identifiée en 1910 par Milobedzka et la particularité de la curcumine est sa fonctionnalité
dicétone qui peut subir une tautomeérisation réversible entre deux formes dites céto et énol. Ces
formes sont dépendantes du pH, d'ailleurs la forme énol existe dans les solutions alcalines et la forme
céto dans les solutions acides et neutres (202, 208). La forme céto domine a pH 3 a 7 et la forme énol
prédomine a pH > 8 (209). Cependant, dans des conditions physiologiques, les formes céto et énol de
la curcumine jouent un role important dans son activité antioxydante en piégeant les radicaux libres
par un échange d'atomes H et un transfert d’électron (203). La curcumine existe principalement sous
forme d'énol dans les solvants (210, 211). La forme énol est plus stable que la forme céto, en raison de
la présence de fortes liaisons hydrogéne intramoléculaires (212). Cependant, toutes les fonctionnalités

présentes dans la molécule de curcumine jouent un rdle crucial dans ses activités biologiques.

La curcumine est le plus souvent dégradé aprés son absorption par voie orale. Les métabolites
prédominants issue de son hydrolyse sont des conjugués de glucuronide et/ou de sulfate (84). Une
étude a caractérisé les métabolites de la curcumine apreés l'injection IP et ont montré que 99 % étaient
constitués de conjugués glucuronide (213). Une autre étude in vivo a examiné le métabolisme de la
curcumine chez le rat, qui ont recu de la curcumine soit par gavage oral (500 mg/Kg) ou IV (40 mg/kg ;
volume de dose 1 mL/kg) et la concentration de curcumine dans le plasma était proche de la limite de
détection et elle disparaissait rapidement, alors que la curcumine conjuguée était plus détectable

(214). Les principaux conjugués de curcumine étaient le glucuronide de curcumine et le sulfate de
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curcumine (214). Le métabolisme de la curcumine a également été examiné dans les tissus intestinaux
et/ou hépatiques de rats et d'humains ex vivo. Les métabolites observés de la curcumine étaient la
aussi le glucuronide de curcumine, le sulfate de curcumine mais également la tétrahydrocurcumine et
I'nexahydrocurcumine (215). Les métabolites de la curcumine ont moins de bioactivité que la
curcumine. Une étude de délivrance de curcumine dans les cellules de carcinome hépatocellulaire
humain (HepG2) a démontré que la délivrance des métabolites glucuronide de curcumine présente

une bioactivité et une absorption cellulaire inférieure a la curcumine (216-218).

La curcumine est un candidat prometteur pour réduire l'inflammation présente dans les MICI car elle
est multifactoriels et va donc agir sur différentes voies simultanément. Ceci a été rapporté par de
nombreuses études qui ont montré l'efficacité de la curcumine dans le traitement des MICI
principalement en raison de ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydants. La curcumine diminue
efficacement l'infiltration des neutrophiles vers les sites inflammatoires en perturbant le
développement d'un gradient de chimiokine ainsi que par les effets directs du composé sur la
polarisation des neutrophiles, la chimiotaxie et la chimiocinese. Ces mécanismes sont principalement
impliqués dans |'effet protecteur de la curcumine au moment de l'inflammation intestinale (219, 220).
La curcumine contréle I'inflammation en diminuant I'expression des génes liés au stress oxydatif et aux
voies de la fibrogenese. L'activité de PI3K et la phosphorylation d'AKT aident a diminuer la mort
cellulaire. Dans le méme temps, la curcumine obstrue I'activité et le recrutement des neutrophiles en
modifiant la phosphorylation de PI3K et AKT (219). La curcumine diminue efficacement I'activité des
cytokines pro-inflammatoires (IFNy, TNFa, IL1 et IL8) en inhibant I'activation d'inflammasomes
notamment l'inflammasome NLRP3, qui est nécessaire a la maturation de la cytokine IL1, mais
également en interférant avec de nombreux facteurs de transcriptions et molécules de signalisation
notamment tel que le facteur NFkB, et les voies de signalisations JAK/STAS, MAPK et B caténine (221-
223). La curcumine bloque I'expression de NFkB en modulant la voie NFkB/IkB. La phosphorylation
d'IkB au niveau des sérines 32 et 36 est nécessaire a sa dégradation et a I'activation ultérieure de NFkB.
La curcumine empéche la dégradation de I'lkB, bloquant ainsi I'activation de NFkB et perturbe la
signalisation en amont de la kinase induisant NFkB et de la kinase IkB (224). Les résultats
expérimentaux d'une étude ont montré que le niveau de NFkB p65 était plus élevé dans les biopsies
du cOlon des patients (225). La sévérité de I'inflammation intestinale semble étre lié a la quantité de
NFkB p65 exprimé, un niveau élevé d'expression de NFKB a augmenté la capacité a sécréter des

cytokines pro inflammatoire (TNFa, IL1B, IL6, IL12 et IL23). La curcumine diminue le niveau
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d'expression du TNFa, et réduit efficacement le stress oxydatif initié par le TNFa (225). Des études ont
également démontré que la curcumine joue le role d'un inhibiteur de la signalisation IFNy dans les
cellules épithéliales du c6lon avec un mécanisme d'action biphasique (226). La curcumine a des effets
sur la réduction de la stimulation de la voie Th1 et la production d'oxyde nitrique. Ayant également un
impact sur I'activation des macrophages, et I'amélioration de leur activité de phagocytose (227, 228).
Il a été démontré que la curcumine supprime l'inflammation en inhibant sélectivement les récepteurs
COX2 (229). Ses activités anti-inflammatoires sont souvent corrélées a une diminution de I'activité Th1,
contribuant a la suppression de I'INOS et de la peroxydation lipidique et éventuellement a la
diminution des lésions tissulaires. L'augmentation des espéces réactives a I'oxygene (ROS) dans le
co6lon suggere une implication significative dans la physiopathologie des especes réactives de I'azote
(RNS). Plusieurs études ont montré que le traitement a la curcumine diminue efficacement les anions
malondialdéhyde, oxyde d'azote, sérine protéase et superoxyde dans la muqueuse colique, confirmant
les effets bénéfiques de la curcumine a diminuer l'inflammation en agissant également sur le stress

oxydatif généré dans les MICI (230).

L'utilisation traditionnelle de la curcumine dans les traitements est limitée en raison de sa faible
absorption dans le tractus gastro-intestinal, de sa faible solubilité, stabilité, de sa faible biodisponibilité

et de son élimination systémique rapide (231).

Au cours des trois derniéres décennies, des études animales ont montré que la curcumine est instable
au pH intestinal, rapidement métabolisé, conjugué dans le foie et excrété dans les matiéres fécales.
D’ailleurs plusieurs essais cliniques ont démontré la faible efficacité de la curcumine en tant que
traitement des MICI ou d'autres maladies inflammatoires. Par exemple un essai clinique de phase 1 a
mené aupres de 25 patients présentant diverses lésions précancéreuses a démontré que des doses
orales de 4, 6 et 8 g de curcumine administrées quotidiennement pour trois mois ont donné des
concentrations sériques de curcumine de seulement 0,19, 0,20 et 0,60 pug/mL, respectivement. Cette
découverte indique que la curcumine est mal absorbée et peut avoir une biodisponibilité systémique
limitée. Les taux sériques ont culminé entre une et deux heures apres I'administration et ont diminué
rapidement par la suite (232). Les effets d'une biodisponibilité réduite entrainent une faible activité
intrinseque, une mauvaise absorption, un taux élevé de métabolisme, l'inactivité des produits

métaboliques et/ou une élimination et une clairance rapides du corps (233, 234).

En raison de ces limites l'utilisation thérapeutique de nouvelles méthode de délivrance et ou de

formulation sont apparues dans le but d'améliorer I'absorption orale de la curcumine Pour cela les
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chercheurs ont combiné de la curcumine a de nombreux vecteur différents tel que des : nano-
formulations avec de l'albumine, de I'histone, des lipides solides, du polylactide-coglycolide, des
liposomes et du polybutylcyanocrylate. Grace a I'émergence de ces nouvelles formulations de la
curcumine, de nombreuses études ont pu démontrer une optimisation de sa délivrance en fonction de
la pathologie et du site de délivrance. Et les résultats apportés sont la preuve d'une biodisponibilité
augmenté, d'une solubilité et stabilité maitrisé, ce qui a et va renforcer ses effets thérapeutiques (235,

236).
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PARTIE 1.
INTRODUCTION

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Les nanoparticules (NP) ont le potentiel d'améliorer la stabilité, la solubilité et I'efficacité des
médicaments encapsulés, de favoriser leur transport a travers les membranes et/ou de prolonger leur
temps de circulation ou de résidence en fonction des objectifs prédéfinie, et cela en toute sécurité
(237, 238). Pour ces raisons, la recherche sur les NP s'est développée, générant des résultats
prometteurs in vitro et in vivo (239). Cependant, malgré ces recherches approfondies, le nombre de
nano médicaments disponibles pour les patients est considérablement inférieur aux perspectives
attendues pour ce domaine, ceci est due en partie a cause de I'écart entre les études animales et
humaines (239, 240). Cet écart provient d'un manque de compréhension des différences de
physiologie et de pathologie entre les modeles animales et les humains, mais plus en particulier entre

le comportement et les fonctionnalités des nano formulations suivant les modéles (241).
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9. Les nanoparticules
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Figure 18. La dimension des nanoparticules (sase de données, wichrab)

En 2021, I'Organisation internationale de normalisation (ISO) nous présente une définition des
nanoparticules qui a subi plusieurs révisions depuis la lére norme de 2008 les définissant.
Actuellement selon la norme 1SO/TS 80004-6:2021, une nanoparticule est un nano-objet dont
« toutes les dimensions externes sont a I’échelle nanométrique et dont les longueurs du plus grand et
du plus petit axes ne different pas de facon significative. Si les dimensions different de facon
significative (généralement d’un facteur supérieur a 3), des termes tels que nano fibre ou nano plaque

peuvent étre préférés au terme nanoparticule. »

Le préfixe "nano" désigne donc des nanostructures d’une échelle allant de 1 a 1000 nanometres (242).
Les nanoparticules aux services de la médecine, c’est en revanche I'utilisation des caractéristiques a
|'échelle nanométrique pour augmenter I'administration d’agent thérapeutique, réduire leur doses et
fréquence d’administration grace a une optimisation de leur délivrance (243). De plus, la
nanotechnologie offre plusieurs possibilités dans la conception de nouvelle formulation nano-

médicament jouant sur des critéres précis de type : libération controlée et de délivrance ciblé (244).

Néanmoins dans la nanomédecine entre 2004 et aujourd’hui toutes les particules utilisées a des fins

médicales n’était pas conformes a la définition proposée et maintenant généralement acceptée d'une
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taille € 100 nm (245) (Figure 18). Cependant, cela n'a pas nécessairement d'impact sur leur
fonctionnalité dans les applications médicales. La raison pour laquelle ces nanoparticules sont
intéressantes a des fins médicaux, est basée sur leurs caractéristiques importantes et uniques, telles
que leur rapport surface/masse qui est beaucoup plus grand que celui des autres particules, leurs
propriétés quantiques et leur capacité a adsorber et a transporter d'autres composés. Les
nanoparticules peuvent étre classées en différents types, en fonction de leur taille, de leur forme et
de leur composition. Certaines classifications distinguent dans un premiers temps les nanoparticules
organiques des nanoparticules inorganiques, le premier groupe comprenant les NP lipidiques et les
NP polymériques. Parmi les NP inorganique on peut avoir les NP fullerénes, les nanoparticules d'or,

d'oxyde de fer, de silice ou encore les quantums dots.

9.1 Les nanoparticules inorganiques
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Figure 19. Les nanoparticules inorganiques (sase de données, Nanoshel)

Des matériaux inorganiques tels que I'or, le fer ou encore la silice ont été utilisés pour synthétiser des
matériaux nanostructurés pour diverses applications de délivrance de médicaments et d'imagerie
(Figure 19). Ces NP inorganiques peuvent étre congues pour avoir une grande variété de tailles, de
structures et de géométries. Les NP d'or (AuNPs) sont utilisées sous diverses formes telles que les
nanospheéres, les nanobatonnets, les nanoétoiles, les nanocoquilles et les nanocages (246). De plus, les
NP inorganiques ont des propriétés physiques, électriques, magnétiques et optiques uniques, en raison
des propriétés du matériau de base. Par exemple, les AuNPs possedent a leur surface des électrons
libres qui oscillent continuellement a une fréquence dépendant de leur taille et de leur forme, leur

conférant des propriétés photothermiques (247). Les AuNPs sont également facilement

75



fonctionnalisés, ce qui leur confere des propriétés et des capacités de délivrance intéressante (246).
L'oxyde de fer est un autre matériau couramment étudié et font partie de la majorité des
nanoparticules inorganiques approuvés par la FDA (248). Les NP d'oxyde de fer magnétique sont
composées de magnétite (Fe304) ou de magnésite (Fe203) et possedent des propriétés
superparamagnétiques a certaines tailles également et ont fait leurs preuves en tant qu'agents de
contraste, vecteur de délivrance thérapeutiques thermosensible (249). D'autres NP inorganiques
courantes tel que le phosphate de calcium et les NP de silice mésoporeuses, qui ont toutes deux été
utilisées avec succes pour la délivrance de genes et de médicaments (250, 251). lls sont généralement
constitués de matériaux semi-conducteurs tels que le silicium et sont principalement utilisés dans les
applications d'imagerie in vitro, mais ils offrent des possibilités prometteuses pour les domaines de
diagnosticin vivo (252, 253). En raison de leurs propriétés magnétiques, radioactives ou plasmoniques,
les NP inorganiques sont particulierement utilisés pour des applications telles que le diagnostic,
I'imagerie et les thérapies photothermiques. La plupart ont une bonne biocompatibilité et stabilité, et
sont parfaitement adaptés aux applications de niche qui nécessitent des propriétés inexistantes dans
les matériaux organiques. Cependant, leur application clinique est limitée par des problémes de faible

solubilité et de toxicité, en particulier dans les formulations utilisant des métaux lourds (254).
9.2 Les nanoparticules organiques
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Figure 20. Les nanoparticules inorganiques (Islam A.K et al. Current and Future Aspects of Nanomedicine, Book, 2020)
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Les nanoparticules organiques (NP) sont issues de molécules organiques naturelles ou synthétiques.
La nature fournit un large éventail d'exemples de NP organiques telles que des agrégats de protéines,
des corps lipidiques, des émulsions de lait ou des structures organisées plus au moins complexes telles
que des virus (Figure 20). De nombreux produits alimentaires tels que les crémes, le chocolat et les
gateaux présentent des nano émulsions dans leur formulation et c'est également le cas dans l'industrie
cosmétique. Les NP organiques sont également utilisées dans les formulations pharmaceutiques en
tant que vecteurs. On retrouve d’une part les nanoparticules lipidiques avec les liposomes, les
émulsions Puis d’autre part les nanoparticules polymériques avecles PLGA,... L'une des
caractéristiques les plus importantes des NP organiques est qu'elles offrent des voies relativement
simples pour I'encapsulation de substances. Ceci, combiné au fait que les molécules utilisées pour la
fabrication des NP organiques peuvent étre biodégradables, rend les NP organiques plus attrayantes

pour I'administration de médicaments et les applications biomédicales.

9.2.1 Les nanoparticules lipidiques

- Les liposomes

Figure 21. Les Liposomes (Base de données, Shutterstock)

Les liposomes sont des NP lipidiques qui comptent le plus grand nombre de nanoparticules, ils sont
composé de phospholipides, formant des structures vésiculaires (Figure 21). L'un des avantages les
plus importants des liposomes est leur capacité a fusionner avec la membrane cellulaire et a libérer
leur contenu dans le cytoplasme, ce qui en fait des systémes de transport appropriés pour une
administration ciblée (255, 256). Le liposome le plus simple est composé d’au moins une bicouche

lipidique entourant un noyau creux aqueux d'un diametre de 50 a 1000 nm. Les molécules
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thérapeutiques peuvent étre chargées dans ce noyau ou piégés dans la/les bicouches lipidiques pour
étre délivrées (257-259). Selon le nombre de bicouches, ils sont classées en trois types de base :
multilamellaires, petites unilamellaires et grandes unilamellaires. Les vésicules multilamellaires sont
constituées de plusieurs bicouches lipidiques séparées les unes des autres par des espaces aqueux. En
revanche, les vésicules unilamellaires consistent en une seule bicouche entourant un espace aqueux.
Ces propriétés structurelles leur permettent de porter a la fois des molécules hydrophobes et
hydrophiles. Les molécules hydrophiles peuvent étre transportées a l'intérieur aqueux du liposome,
tandis que les molécules hydrophobes peuvent étre capturées dans la membrane lipidique (260). Par
ailleurs, plus d'un type de médicament peut étre chargé soit dans deux compartiments (lipidique et
aqueux) soit dans plusieurs couches aqueuses de liposomes multilamellaires. Cela permet également
a différentes molécules de médicament d'étre libérées séquentiellement avec la dissociation des
couches allant de I'enveloppe externe vers le cceur interne (261). Les petits liposomes neutres ou
chargés positivement ont un temps de circulation plus élevé que les grands liposomes non modifiés
(256). De plus, des modifications de surface peuvent étre obtenues soit en recouvrant d'un polymére
fonctionnalisé ou de chaines PEG qui améliorent la délivrance et augmentent leur temps de circulation
dans les systemes biologiques (262). Les liposomes sont étudiés pour une grande variété d'applications
thérapeutiques, telles que le diagnostic et la thérapie du cancer, les vaccins et I'administration de
médicaments ciblés dans différentes pathologies y compris les MICI (259). Pour ces raisons, les NP a

base de lipides constituent la classe la plus courante de nanomédicaments approuvés par la FDA (263).

En revanche leur stabilité in vitro et in vivo s'avére étre altéré, notamment via des modifications de la
taille des NP, de la charge de surface, de la composition lipidique, du nombre de lamelles et des
modifications de surface (en présence ou non de ligands), qui peuvent étre altérées lors de la synthése

(256, 263).

L'encapsulation de la curcumine dans des liposomes peut améliorer son absorption, ainsi que sa
biodisponibilité. Takahashi et ses collaborateurs ont synthétisé des liposomes chargés de curcumine
préparés a partir de lécithine de soja commerciale (SLP-PC70) en utilisant la méthode de micro
fluidique. Les liposomes étaient composés de petites vésicules unilamellaires d'un diametre d'environ
263 nm et d'une efficacité d'encapsulation de 68 %. La biodisponibilité de la curcumine apres
administration orale de 100 mg/kg de liposomes chargés de curcumine a des rats était

significativement plus élevée que celle de la curcumine libre (264).
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- Liposomes Like
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Figure 22. Les Liposomes Like (LNP) (exelead, Merck® inp)

Un autre sous-ensemble notable de NP lipidiques appelé LNP pour « liposome-like » nanoparticule, ce
sont des structures de type liposome utilisées pour la délivrance d'acides nucléiques. lls différent des
liposomes traditionnels principalement parce qu'ils forment des structures micellaires au sein du
noyau des particules, une morphologie qui peut étre modifiée en fonction des parameétres de
formulation et de synthése (265). Les LNP sont généralement composés de quatre composants
principaux : des lipides cationiques ou ionisables qui se complexent avec du matériel génétique chargé
négativement et facilitent la fuite endosomale, des phospholipides pour la structure des particules, du
cholestérol pour la stabilité et la fusion membranaire, et des lipides pégylés pour améliorer la stabilité
et la circulation (266, 267). L'efficacité de leur délivrance d'acide nucléique ainsi que leur synthése
simple, leur petite taille et leur stabilité sérique ont rendu les LNP particulierement importants dans
les applications de thérapie génique personnalisée (268). Les LNP ionisables sont une plate-forme
idéale pour I'administration de ces thérapies a base d'acides nucléiques car ils ont une charge presque
neutre a pH physiologique mais se chargent dans les compartiments endosomaux acides, favorisant
I'échappement endosomal pour I'administration intracellulaire (269, 270). Cependant, malgré ces
avantages, les systemes LNP peuvent encore étre limités par une faible charge de médicament et une

biodistribution qui entrainent une absorption élevée dans le foie et la rate (263).
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- SLN
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Figure 23. Les nanoparticules Iipidiques solides (SLN) (Khalid Khalisanni et al. Bioengineered, 2020)

Les nanoparticules lipidiques solides (SLN) sont des dispersions colloidales aqueuses constituées d'une
matrice lipidique solide a température ambiante. Les tensioactifs améliorent leur stabilité, tandis que
le choix du lipide affecte les propriétés de délivrance. La taille des SLN varie de 10 a 1000 nm selon la
méthode de synthése (271) (Figure 23). Les SLN peuvent encapsuler de tres grandes quantités de
médicaments lipophiles ainsi que de médicaments hydrophiles et d'acides nucléiques, ce qui en fait
des vecteurs d'administration de médicaments polyvalents (272, 273). Les SLN peuvent recouvert ou
chargés de divers éléments, y compris des anticorps, des nanoparticules magnétiques, des
lipides/polymeéres sensibles au pH pour moduler leur délivrance et la libération de médicaments (274,
275). lls se sont révélés étre des vecteurs efficaces pour I'administration de médicaments

anticancéreux, pulmonaires et oraux (276, 277).

Les SLN préparés a partir d'acide stéarique, de tristéarate de glycéryle et de trioctanoate de glycéryle
sont des vecteurs d'eluxadoline (ELX) et pourraient atténuer considérablement la colite apres la
libération réussie du médicament in vivo. L'analyse du score histologique, des dommages
macroscopiques et microscopiques et de Il'activité antioxydante a révélé que les SLN chargés d'ELX
étaient trés efficaces dans le traitement de la colite induite par I'acide acétique chez le rat (278). Dans
une autre étude, un SLN différent a été utilisé comme vecteur de dexaméthasone et de butyrate.
Lorsqu'ils ont été administrés a des souris présentant une colite induite par le DSS, ces SLN ont
diminués considérablement les principales cytokines pro-inflammatoires telles que I'lL-1B et le TNFa

(279).
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9.2.2 Les nanoparticules polymériques

9.2.2.1 Les nanoparticules polymériques - Naturelles

Les polyméres naturels ont longtemps été utilisés comme vecteurs de médicaments pour le traitement
des MICI en raison de leur biocompatibilité, biodégradabilité et abondance dans la nature (280). Ces
matériaux naturels présentent souvent une interaction unique avec des molécules spécifiques et
permettent une modification facile, leur conférant une grande polyvalence dans la délivrance de
médicaments (281). En plus de ces caractéristiques, les polymeéres naturels peuvent également offrir
une solution beaucoup plus sGre et plus économique a la toxicité et a I'immunogénicité observées dans

certains biomatériaux synthétiques utilisés auparavant (282).

- Chitosan
OH OH OH
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Figure 24. Le chitosan (base de données, Chemical and Products Database)

Le chitosan est un biopolymere cationique naturel composé d'unités N-acétyl-D-glucosamine et D-
glucosamine reliées par une liaison B-1,4-glycosidique (283) (Figure 24). Le chitosan, polysaccharide
naturel chargé positivement, est produit par désacétylation chimique (en milieu alcalin) ou
enzymatique de la chitine. On le retrouve dans la composition de I'exosquelette des crustacés
(arthropodes) ou de I'endosquelette des calmars (céphalopodes) et méme dans la paroi de certains
champignons, c'est donc une ressource abondante, bon marché et renouvelable aux propriétés de
biocompatibilité et anti-inflammatoire, qui a été approuvé par la Food and Drug Administration dans
le domaine des probiotiques (284). De plus, les interactions électrostatiques entre les composants
chargés négativement du mucus et le chitosan chargé positivement qui sont due a ses propriétés
mucoadhésives permettent d'améliorer et prolonger le temps de résidence des polyphénols pres des

entérocytes augmentant ainsi leur absorption dans la région mucosale de l'intestin (285).

81



En raison de ces propriétés, les nanoparticules de chitosan peuvent maintenir une libération prolongée
et augmenter l'interaction avec la surface muqueuse chargée négativement du célon (286). Il a été
rapporté que la combinaison de chitosan avec des polyphénols produit un effet probiotique synergique
dans les maladies inflammatoires, inhibant la dégradation des polyphénols et améliorant leur
biodisponibilité dans le tractus gastro-intestinal. Par exemple, He et al. (287) ont rapporté que des
nanoparticules chargées d'anthocyanes recouvertes de carboxyméthylchitosane chargé négativement
et de chlorhydrate de chitosan chargé positivement pourraient ralentir la dégradation des anthocyanes
et améliorer leur biodisponibilité (287). D’autres recherches ont mis en évidence, la possibilité de ciblé
le colon en recouvrant des nanoparticules de chitosan chargées de curcumine avec de I'Eudragit® FS
30D (un polymeére sensible au pH), ce qui a présenté une excellente rétention et une libération
prolongée de la curcumine prés du colon (288). Dans une étude similaire, des NP de chitosan ont été
recouverte avec de I'Eudragit® S100 (ES100), et de I'acide hyaluronique (HA) pour former des délivrer
du Tacrolimus® (FK506, un immunosuppresseur utilisé principalement en transplantation d'organes)
et de I'hydroxypropyl-B-cyclodextrine (HP-B-CD). L’agent ES100 a permis aux particules de chitosan
chargés de cibler spécifiquement le site de I'inflammation intestinale, de plus le HA a fourni aux NP de
chitosan une plus grande affinité pour les récepteurs CD44. L'ensemble de ces modifications uniques

ont amélioré I'efficacité thérapeutique globale des NP de chitosan (289).

- Pectine

Figure 25. La Pectine (base de données, Chemical and Products Database)
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La pectine est un polysaccharide essentiellement linéaire. La pectine est constituée principalement
d'unités d'acide D-galacturonique (GalA) (290), liées au moyen d'une liaison glycosidique a-(1-4)
(Figure 25). Ces acides uroniques ont des groupes carboxyle, dont certains se présentent
naturellement sous forme d'esters méthyliques et d'autres qui sont traités avec de I'ammoniac pour
produire des groupes carboxamide. La pectine contient de quelques centaines a environ 1000 unités
de saccharide dans une configuration de chaine, cela correspond a des poids moléculaires moyens
d'environ 50 000 a 150 000 daltons. De grandes différences peuvent exister entre les échantillons et

entre les molécules d'un échantillon et les estimations peuvent différer entre les méthodes de mesure.

Les pectines sont solubles dans |'eau pure. Les sels de cations monovalents de pectine et d'acides
pectiques sont généralement solubles dans I'eau, par contre les sels de cations di- et trivalents sont
peu solubles voire insolubles. Les solutions diluées de pectine sont newtoniennes mais a une
concentration modérée, elles présentent des caractéristiques de comportement pseudoplastiques non
newtoniennes. La viscosité, la solubilité et la gélification sont généralement liées. Par exemple, les
facteurs qui augmentent la résistance du gel augmenteront la tendance a la gélification, diminueront
la solubilité et augmenteront la viscosité, et vice versa. Ces propriétés des pectines sont fonction de
leur structure, qui est celle d'un polyanion linéaire. Ainsi, les sels de cations monovalents des pectines
sont fortement ionisés en solution, et la répartition des charges ioniques le long de la molécule tend a

la maintenir sous une forme étendue par répulsion coulombique (291).

La pectine est un polymere naturel qui sensible a la fois a la dégradation microbienne et au pH (292,
293). Cette caractéristique unique permet aux biomatériaux dérivés de la pectine d'étre largement

étudiés en tant que vecteurs pour I'administration de médicaments spécifiques au célon (294).
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- Les nanoparticules de maltodextrine — NPL
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Figure 26. Représentation schématique des nanoparticules de maltodextrine lipidées (NPL)

L’hydrolyse partielle de 'amidon permet de générer de la maltodextrine, un polymere naturel de
glucose présentant des liaisons a-1,4. Méme si la maltodextrine peut former des microparticules dans
I’eau naturellement pour pouvoir l'utiliser comme nanovecteur il faut passer par des étapes de
synthéses comme la nanoprécipitation, I’hydrolyse enzymatique ou chimique, I'émulsification ou via
des traitements physiques tels que la sonication ou I’homogénéisation a haute pression (295). Utilisés
pour délivrer des protéines et des petites molécules (296, 297), mais également présente dans

I'industrie alimentaire (sucre etc.) (Figure 26).

Le Pr. Betbeder a mis en avant les avantages et limites liée a 'utilisation des NPL. La maltodextrine a
été solubilisée dans I'eau, réticulée a I'aide d’épichlorhydrine et cationisée pour former un gel dense
et cationique, qui a été broyé a haute pression, et ultrafiltré (ultrafiltration tangentielle) pour éliminer
les plus petits fragments, sels et résidus de synthese, a la fin on obtient des nanoparticules NP* de 60
nm, sphériques, poreuses et cationiques (298). Plusieurs études ont démontrés que leurs
caractéristiques permettent a ces NP+ d’étre endocytosées par les cellules épithéliales respiratoires

en atteignant un maxima de NP endocytosées dés 1 heure d’incubation (299).

Un cceur composé de phospholipides anioniques (DPPG ou dipalmitoyl-phosphatidylglycérol a été
ajouté aux NP* (post loading) formant ainsi les NPL, ceci dans le but d’optimiser leur association a des
molécules hydrophobes. Cet ajout de 70% de DPPG ne modifie ni la taille, ni la charge de surface ni la

stabilité des nanoparticules (300), au contraire grace a la porosité de NP*, les lipides présents au cceur
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de la NPL sont accessibles et ajoutent de nouvelles caractéristiques a ces NP notamment une furtivité

vis-a-vis du systéeme du complément (300).

Les travaux de Dombu C et al. Ont montré que les NPL étaient endocytosées principalement par la
voie des clathrines, mais qu’en plus elles subissent une exocytose via la voie impliquant le cholestérol
(299). Des analyses de cytotoxicité et de génotoxicité ont prouvé qu’elles ne sont pas toxiques aux
doses utilisées pour délivrer des substances actives dans les cellules (301), et que pour les deux formes
de ces NP, NP* ou NPL, on observe des profils d’endocytose similaire (302). Par ailleurs une étude sur
la biodistribution des NPL administré par voie nasale a été réalisée par Bernocchi B et al. A permis de
mettre en lumiére la capacité des NPL a augmenter le temps de résidence des substances associées au
niveau des muqueuses nasale chez la souris, ceci durant 6h. Apres quoi les NPL avaient été avalées
puis éliminées dans les feces. De plus cette étude n’a révélé aucune présence des NPL dans le cerveau
ou les vaisseaux sanguins, suggérant que les NPL n’avaient pas traversé les épithéliums sains
environnant (303). L'efficacité de délivrance de la NPL peut étre expliqué par I'échappement
endosomal important dont elle fait preuve et qui a été révélé par FRET ((Fluorescence Resonance
Energy Transfert) par microscopie confocale (304). En comparaison avec les NP les plus répandue dans
le domaine de la délivrance de médicament, tel que les PLGA anioniques ou cationique et des
liposomes anioniques ou cationique, Lé Minh Quan et al. A montré que les NPL pouvaient associer une
plus grande quantité d’antigene tout en autant plus rapidement endocytosé par les cellules épithéliales
respiratoires, cellules dendritiques et macrophage que les autres nanoparticules(298). Et enfin Il a
également été prouvé qu'ils peuvent s'associer pour délivrer des médicaments hydrophobes comme
par exemple I'antiparasitaire diminazéne, le protégeant de I'oxydation (305) et améliorant ces effets.
Malgré que Les NPL aient une charge de surface global cationique, elles se comportent comme des NP
zwitterioniques, certainement grace a leur noyau lipidique anionique, ce qui les rend capables de

pénétrer et de diffuser a travers le mucus (306, 307).

9.2.2.2 Les nanoparticules polymériques — Synthétiques

Bien que tous les polymeres synthétiques ne soient pas appropriés pour des applications
thérapeutiques, divers biomatériaux synthétiques ont réussi a améliorer de maniéere significative la
délivrance de médicaments ou molécules anti-inflammatoire dans le cas des MICI. L'obstacle majeur

qui limite généralement |'efficacité des systémes conventionnels d'administration de médicaments
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contre les MICI est l'environnement inflammatoire, qui modifie fortement les caractéristiques
physiolophiques impliqués dans I'absorption et la régulation de la réponse inflammatoire. C'est
pourquoi la variabilité des polyméres synthétiques s'avere étre un avantage pour le traitement des
MICI (308). En particulier, les propriétés physicochimiques de certains polymeres synthétiques qui
peuvent présenter des propriétés anti-inflammatoires naturelles ou étre facilement adaptées de sorte

a ce que les polymeéres puissent résister et répondre aux besoins spécifiques des traitements IBD.

Les polyméres synthétiques peuvent étre facilement modulés en termes de proportions de
monomeres, de poids moléculaires et de liaisons chimiques, et se caractérisent donc par leur diversité.
Par exemple, le PLGA, I'acide lactique et le poly (glycolide) (PGA) peuvent étre progressivement
dégradés en acide lactique et en acide glycolique dans le corps, et la poly(e-caprolactone) (PCL) peut
étre dégradée par la lipase (309). De plus, les polyméres synthétiques sont généralement plus purs et
plus homogénes que les polymeéres naturels, et ces propriétés sont bénéfiques pour une meilleure
reproductivité (310).c’est pourquoi, les polyméres synthétiques ont connu une croissance

exponentielle dans le domaine biomédical ces derniéres années.

- Les PLGA

Figure 27. Représentation schématique des nanoparticules de PLGA (base de données, precision-Nanosystems)

Le poly (acide lactique-co-glycolique) (PLGA) est un copolymeére de poly (acide lactique) (PLA) et de
poly (acide glycolique) (PGA) qui a été largement utilisé comme vecteur d'administration de
médicaments dans de nombreux produits a libération contrélée en raison de leur bonne

biocompatibilité dans les environnements physiologiques (Figure 27). Ces copolymeres de PLGA sont
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associés a des médicaments ou autres substances a toutes les échelles, que I'on peut retrouver dans

les implants, les revétements de dispositifs médicaux, les microparticules et nanoparticules (311-314).

Les nanoparticules de PLGA peuvent étre synthétisées chimiquement a |'aide de monomeéres d’acide
lactique et glycolide par des techniques dite de « bottom-up » (ascendante) telles que la
polymérisation par précipitation, la polymérisation en émulsion, mais également via d’autres
technique nommé « top down » (descendantes) telles que I'évaporation de solvant d'émulsion

(émulsions mono ou multiphases), la nanoprécipitation (315, 316).

Par rapport aux polymeéres naturels, les propriétés et les fonctions des polyméres synthétiques
biodégradables sont plus prévisibles (317). Le PLGA, en tant que polymére synthétique, est I'un des
vecteurs d'administration de médicaments les plus largement utilisés (318, 319), qui peut transporter
des protéines (320), peptides (321, 322), ADN bactérien ou viral (323) (324) et divers médicaments
anticancéreux (325, 326). Le PLGA est hydrolysé en acide lactique et en acide glycolique in vivo, puis
métabolisé en eau et en dioxyde de carbone par le cycle de l'acide tricarboxylique, et finalement
excrété dans les poumons. La sécurité du PLGA a été reconnue par la Food and Drug Administration
(FDA) des Etats-Unis et I'Agence européenne des médicaments, et a maintenant été officiellement

incluse par la FDA en tant qu'excipient pharmaceutique (327-329).

L'avantage des polymeéres synthétiques biodégradables réside dans le fait qu'ils permettent d'ajuster :
le rapport entre les monomeéres d’acide lactique et glycolique, le poids moléculaire (MW), la
concentration et le groupe terminal, ce qui affectera I'efficacité d'encapsulation (EE%) et la cinétique
de libération des médicaments (330). Le polymére PLGA conserve certaines propriétés des deux
monomeres, telles que la rigidité, I'hydrophobicité, la dégradation lente de I'acide lactique et une
dégradation plus rapide de I'acide glycolique (331). D'une maniére générale, I'augmentation de la
teneur en monomere glycolique dans le polymeére PLGA peut améliorer I'hydrophilie du polymeére (323,
331, 332). Cependant, il existe des cas particuliers. Des études ont montré que lorsque le rapport des
deux monomeéres est de 50:50, le polymere se dégrade a la vitesse la plus rapide. En effet, le PLGA
50:50 a la cristallinité la plus faible et une hydrophilie élevée, il est donc utile que I'eau pénetre dans
la matrice du polymeére (333). Les polyméres PLGA a haut poids moléculaire ont un taux de dégradation
plus rapide en raison de leur meilleure intégrité structurelle (334, 335). De plus, I'augmentation de la

concentration de PLGA augmentera la taille des NP (327). De maniere générale, les polyméres
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contenant des groupes -COOH libres sont plus hydrophiles, et les PLGA a terminaison ester ont une
meilleure résistance a I'hydrolyse que le PLGA a terminaison acide, car le cycle de dégradation devient

plus long (332, 335).

Dans le cas de la vectorisation de la curcumine, ce sont les NP de PLGA qui sont les plus utilisées pour
délivrer de la curcumine, en raison de sa biocompatibilité et de sa biodégradabilité, mais surtout parce
gue de nombreuse études démontres leur efficacité sur des modéles in vitro et in vivo. Par exemple
une étude a montré que les nanoparticules de PLGA chargées de curcumine synthétisés par la méthode
d'émulsion-diffusion-évaporation présentant une efficacité d’encapsulation de 76,9 % et une capacité
d’encapsulation de 15 %, la biodisponibilité orale des nanoparticules de PLGA chargées de curcumine
était jusqu'a neuf fois supérieure a celle de la curcumine avec la pipérine (336). Dans cette étude, la
libération de médicament in vitro a montré un profil de libération biphasique avec une libération

initiale de 24 % a 24 heures et une libération atteignant les 43 % apres 20 jours (336).

- Autres polymeres synthétiques

Eudragit est composé de copolyméres de méthacrylate de méthyle (MMA) et d'acrylate d'éthyle (EA)
avec de l'acide méthacrylique (MA) et sont utilisés pour les enrobages médicaments ou substances
destinées a une délivrance entériques (337). Leur effet entérique est attribué a la présence de groupes
carboxyliques qui sont convertis en carboxylate a un pH allant de 5 a 7 par formation de sel avec des
alkalis ou des amines. lls forment un film insoluble dans I'eau qui résiste au suc gastrique. Le pH de
dissolution du copolymeére dépend principalement de la teneur en groupements carboxyliques ; poly
(MA-MMA) 1: 1 (Eudragit L) se dissout a> pH 6, poly (MA-MMA) 1: 2 (Eudragit S) se dissout au-dessus
de pH 7.

Eudragit L100 et Eudragit S100, qui peuvent se dissoudre a pH 6 et 7, respectivement, sont les plus
couramment utilisés en combinaison, a divers rapports pondéraux pour optimiser la libération de
médicament au pH désiré (338). Eudragit S100 est un polymére biocompatible pour I'administration
de médicaments spécifiques au colon, qui a été utilisé dans des formulations a I'échelle nanométrique
pour permettre la libération de médicaments lorsqu'il atteint la lumiere du cdlon légérement acide

(339). Zhou et al. Ont développé une formulation associant I’'Eudragit S100- sensible au pH enrobé
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sur des NP de PLGA chargé de budésonide (corticostéroide), cette étude a démontré que le budésonide
était stable, et a été libéré au pH colique avec un effet anti-inflammatoire dans le modele TNBS de

colite expérimentale (340).

Alors que la plupart des études utilisent ce matériau synthétique comme agent d’enrobage ou additifs
pour aider la fonction d’autres formulations, certaines études ont également rapporté le potentiel
thérapeutique de formulations directement préparés a partir de polymeres Eudragit. Dans une étude,
L’Eudragit L100 a été utilisé pour préparer des microparticules (MP) contenant de la prednisolone. Les
MP Eudragit ont été synthétisées par électro pulvérisation simple et coaxiale, et leur taille et leur
morphologie ont été facilement contrélées en modifiant les parametres d'électro pulvérisation. Fait
intéressant, les MP ont adopté une forme de beignet au lieu d'une forme sphérique conventionnelle,
peut-étre en raison de la mobilité limitée de la solution de polymeére pendant I'électro pulvérisation et
|'évaporation. Malgré la forme toroidale, les MP d'Eudragit L100 étaient trés sensibles aux
changements de pH et ont démontré des profils de libération spécifiques a I'environnement colique
utiles dans les applications in vivo et cliniques (341). De plus, les nanocapsules préparées a partir
d'ES100 étaient également des vecteurs de budésonide intéressant, car ils amélioraient la pathologie
des MICI sur les modeles murins. Par rapport a I'administration de budésonide libre, I'administration
de nanocapsules ES100 avaient amélioré significativement la glycémie et les signes histologiques

d'inflammation colique (342).
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9.3 Caractéristiques des nanoparticules

i E Size distribution

Composition

Figure 28. Les caractéristiques des nanoparticules (vodena, M. et al. Advanced Materials, 2019)

Un nanomeétre (nm) correspond a un milliardiéme, ou 107, de métre (245). Pour avoir une idée de
|'échelle dans lesquels doivent s’opérer ces interactions, le diametre d'une double hélice d'ADN est
d'environ 2 nm, le plus petit atome, I'hydrogéne, a un diamétre d'environ 0,25 nm et la distance entre
deux atomes de carbone liés dans une molécule est d'environ 0,1 nm. Autres exemples les plus petites
bactéries, celles du genre Mycoplasma, mesurent environ 200 nm. La taille dépend fortement du
procédé utilisé pour leur synthese. Ils peuvent étre obtenus par assemblage « bottom up » d'atomes
par voie chimique ou, au contraire, par fragmentation « top down » d'un matériau en plus petit
fragments. Les propriétés des NP sont régies par quatre caractéristiques principales : la taille, la forme,

la composition et la charge de surface (245, 343, 344) (Figure 28).

9.3.1 Tadille

Les NP par convention ont une taille qui varie entre 1 et 100 nm (245). La limite inférieure est fixée par
la taille des atomes puisque la nanotechnologie doit construire ses particules a partir d'atomes et de
molécules. La limite supérieure est plus arbitraire mais elle est établie en fonction des barrieres que
doivent franchir les NP, tel que le passage a travers le mucus ou encore I'internalisation par des cellules
(343, 344). La taille limite supérieure pour des applications biomédicale peut étre considérée comme
1000 nm (1 micrometre - um), car cette taille permet I'internalisation des NP par les cellules eucaryotes

non phagocytaires (345), méme si les cellules phagocytaires telles que les cellules dendritiques et les
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macrophages peuvent internaliser des particules plus importante allant jusqu'a 4 um (346). Les
particules supérieures a 1000 nm sont quant a elles appelées microparticules. Les NP ont des
propriétés physicochimiques uniques qui sont distinctes que I'on retrouve plus pour un méme
matériau a une échelle plus grande, macroscopiques ou microscopiques. La propriété la plus intrigante
est leur capacité a échapper aux forces des lois du mouvement de Newton, étant régies par les lois de
la mécanique quantique (245). Lorsque |'on observe leur comportement en suspension dans une
solution, les mouvements des NP sont trés dynamiques, et ils se déplacent rapidement et sont
entrainés au hasard par le mouvement brownien (347). Leur rapport surface/masse trés élevé revét
une importance particuliere dans les applications de délivrance de médicament, une propriété qui
augmente progressivement avec la diminution de la taille. Cette grande surface fonctionnelle est
capable de lier, d'absorber et de transporter de nombreux composés tels que des sondes, des

protéines et des médicaments (245, 343, 344).

La taille nanométrique est la propriété cardinale de l'interaction avec les systemes biologiques, elle
détermine la capacité des NP a passer a travers les barriéres biologiques, mais régie également leur
interaction avec le systeme immunitaire, I'absorption, la distribution dans le métabolisme (344, 348).
En fonction de la taille des NP administré par voie orale, leur adressage (c.-a-d. cellule épithéliale ou
phagocytaire) ou le niveau de profondeur dans la muqueuse intestinale qu’elles vont atteindre est déja

prédéterminé par cette caractéristique (345, 346, 348, 349).

9.3.2 Composition

Pour rappel la composition des NP peut étre d'origine biologique ou chimique. Les matériaux
biologiques comprennent les lipides, I'acide lactique, les polysaccharides (dextran, le chitosan) et les
protéines (albumine). Les matériaux chimiques comprennent les polymeres, le carbone, la silice et les
métaux. Les polyméres, a leur tour, peuvent avoir des compositions chimiques différentes. La chimie
est d'une importance cruciale pour assurer I'innocuité des NP car certains constituants nanométriques
peuvent s'avérer toxiques (344). La composition chimique présente a la surface détermine la premiere
interaction des NP avec les tissus et les cellules, la charge de surface étant I'un des aspects majeurs
avec leurs caractéristiques d'hydrophobicité/hydrophilie (350). La charge a de nombreuses propriétés
telles que celle de stabiliser la dispersion des particules en solution, d'empécher leur agrégation et de

donner de la stabilité a la suspension de NP (351). Dans les applications médicales, la charge de surface
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peut étre utilisée pour augmenter la proximité des NP avec I'épithélium, augmenter son absorption et
déterminer différentes interactions avec I'épithélium intestinal. Par exemple, les NP chargées
positivement ont une forte affinité pour I'épithélium sain, tandis que les particules chargées
négativement adhérent préférentiellement a la muqueuse enflammeée (352, 353). L'hydrophilie, a son
tour, peut contribuer a I'absorption tissulaire améliorant la pénétration des NP dans la couche de
mucus intestinal (343) . La porosité, qui est une mesure des espaces vides dans un matériau. Les
matériaux poreux possedent de grandes quantités de « nanopores » qui permettent l'inclusion et la
rétention de molécules, permettant d’obtenir une modulation controlés (354). D'autres propriétés de
surface peuvent étre conférées aux NP en les enrobant de divers polymeéere neutre comme par
exemple, le polyéthyléne glycol (PEG). Le PEG permet aux NP d'éviter la reconnaissance immunitaire
suite a une administration intraveineuse ou de résister a la dégradation enzymatique suite a une

administration orale pour obtenir une administration ciblée (355).

9.3.3 Forme

La capacité d'une NP a étre internalisés a travers une surface biologique dépend également de la
surface de contact et de la courbure de la particule au point de contact. Ainsi, la forme géométrique
représente une caractéristique importante pour la performance des NP. Les NP en forme de disque ou
de batonnet ont la plus grande probabilité d'adhésion, principalement en raison de leur grande surface
disponible pour le contact et les interactions multivalentes (356), donnant lieu a un flux d'échanges de
substances plus important par unité de volume (357). Cependant, de nos jours, les études
expérimentales ont principalement été menées avec des NP sphériques (liposomes, émulsions,
capsules, spheres) ou tubulaires (nanotubes), en partie en raison des limitations de la technologie de
fabrication dans le contréle de leur forme. Les principes de minimisation d'énergie impliqués dans les
techniques de production ascendantes "bottom up" pour les structures stables déterminent la forme
sphérique, car les spheres ont le moins de surface par unité de volume et, par conséquent, minimisent
les énergies interfaciales. L'avancement des techniques impliquées dans la nanofabrication a permis
le développement et la production de diverses NP non sphériques. Néanmoins il faut savoir qu'il a été
supposé que les particules nanocristallines par elles-mémes peuvent avoir un effet biologique sur les
cellules. Par exemple, alors que la forme a-quartz de la silice est pro-inflammatoire en raison de la
rupture lysosomale induite apres leur internalisation cellulaire, les particules de silice amorphe

n'induisent quant a elles aucune rupture lysosomale (358). Pour résumer, la taille, la chimie de surface
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et la forme conférent aux NP la capacité d'entrer cellules, pour transporter des composés et peuvent

influencer les fonctions cellulaires et les agents qu'elles transportent.

9.3.4 Charge de surface

L'internalisation des NP dépend bien de la charge de surface du nanomatériau. A I'heure actuelle, la
majorité des rapports suggérent que les nanomatériaux chargés positivement s'internalisent
principalement par les voies médiées par les clathrines avec une certaine fraction utilisant la
macropinocytose. Les exemples incluent des nanoparticules cationiques d'origine trés différente - PEG-
co-PLA recouvert de stéarylamine, PLGA modifié par un groupe amino, chitosan, etc. (359, 360).
Cependant, il existe quelques exceptions, notamment les polyplexes a base de PEl, qui sont fortement
cationiques et peuvent pourtant utiliser plusieurs voies, y compris lI'endocytose médiée par les
cavéoles (361). Il convient de noter, cependant, que de tels complexes sont généralement formulés
avec un exces de polycation et dans un environnement cellulaire ils peuvent, en outre se lier aux
protéines sériques, ce qui peut affecter considérablement leur charge et modifier leur trafic
intracellulaire. Une autre exception concerne les particules PRINT chargées positivement qui peuvent
utiliser plusieurs voies d’endocytoses (362). En revanche, les nanoparticules chargées négativement,
telles que celle qu’on retrouve dans la formulation du DOXIL®, les micelles et les QD, sont plus
susceptibles d'utiliser I'endocytose médiée par les cavéoles (363, 364). Les exceptions incluent
certaines nanoparticules de PLGA chargées négativement, qui peuvent pénétrer dans les cellules par
des voies indépendantes des cavéoles (365, 366). Etant donné que les membranes cellulaires sont
généralement chargées négativement, il est largement admis que les nanomatériaux chargés
négativement devraient s'internaliser plus lentement que leurs homologues chargés positivement.
Pourtant, une exception frappante est le QD chargé négativement, dont il a été démontré qu'il
s'internalise beaucoup plus rapidement que le QD neutre ou chargé positivement (364). Il n'est pas
clair d'apres la littérature si les nanomatériaux neutres montrent une préférence pour des voies
d'entrée cellulaires spécifiques. Dans le cas des micelles Pluronic® neutres, la voie CME semble étre la
principale voie d'entrée. Cependant, cela peut étre d(i a la capacité de ce copolymere a blocs a inhiber

I'endocytose médiée par les cavéoles a des concentrations micellaires (367).
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9.4 Endocytoses des NP

Pinocytosis

Macropinocytosis
Receptor mediated endocytosis

Phagocytosis

Other endocytic mechanisms
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Endocytosis  Endocytosis  Mediated Mediated  Mediated Mediated

Figure 29. Les différentes VOies d'endocytose (Manzanares D et al. Pharmaceutics, 2020)

La plupart des méthodes actuelles pour étudier le trafic intracellulaire de nanomatériaux impliquent
soit la colocalisation des nanomatériaux avec des marqueurs et des structures spécifiques
d'endocytose, soit Il'exclusion de mécanismes d'endocytose spécifiques par des inhibiteurs
d'endocytose ou des mutants cellulaires. En cas d'études de colocalisation, différents marqueurs
peuvent étre utilisés. Par exemple, dans la conception dite "pulse-chase", des protéines des voies de
trafic connues, telles que la transferrine ou la toxine cholérique B (CTB) sont marquées et exposées
aux cellules simultanément ou avant I'ajout du nanomatériau également marqué cette étape est
nommé "pulse », ensuite on détecte leur présence dans les vésicules intra cellulaire a différents
moments et cette étape est nommée «chase ». La méthode actuelle de détection la plus répandue
consiste a attacher différentes sondes fluorescentes a une protéine et au nanomatériau qui
permettent d'analyser la distribution du transfert d'énergie de résonance de couleur ou de
fluorescence (FRET) dans les compartiments cellulaires. L'avantage d'une telle approche est qu'elle
permet d'utiliser l'imagerie des cellules vivantes par microscopie confocale, ce qui provoque sans
doute moins d'artefacts. L'inconvénient est que ces marqueurs d'endocytose sont rarement sélectifs

par rapport a des voies de trafic spécifiques et peuvent utiliser différents mécanismes d'endocytose
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dans différents types cellulaires. L'exclusion de certaines voies d'endocytose spécifiques est une
technique distincte pour élucider I'endocytose. Ceci peut étre réalisé, par exemple, en utilisant divers
inhibiteurs pharmacologiques de I'endocytose qui incluent des agents chimiques ou biologiques (368,
369). Parmi les exemples d'inhibiteurs chimiques on peut retrouver ceux qui vont induire
I'appauvrissement en K* pour la voie CME, la méthyl-béta-cyclodextrine (MBCD) et d'autres composés
interagissant avec le cholestérol pour la voie des cavéoles, ainsi que d'autres composés décrit dans
|'article n°1 présenté dans la partie résultat. Le probléme avec les inhibiteurs chimiques est qu'ils sont
rarement sélectifs et perturbent souvent plusieurs voies d'endocytose (369). Par conséquent, il est
essentiel d'utiliser de tels inhibiteurs en combinaison avec des marqueurs d'endocytose comme
témoins positifs et/ou d'autres méthodes pour valider le mécanisme d'inhibition et la concentration
efficace d'inhibiteur en fonction du types de cellules utilisés. La microscopie confocale peut étre
réalisée aprés exposition des cellules a des inhibiteurs chimiques et biologiques et comparée a celle
des cellules non traitées (370). On peut aussi coupler la microscopie confocale standard a des analyses
d'imageries 3D Z-stack pour obtenir la localisation exacte des NP étudiés. L'absorption des NP peut
également étre quantifiée par cytométrie, microscopie a fluorescence ou simple prélévement de
radioactivité (371). Cependant, une analyse approfondie et concluante doit inclure plusieurs

approches pour disséquer sans ambiguité les mécanismes de trafic intracellulaire.

9.4.1 \Voies des clathrines

La CME est la « voie classique » d'internalisation, qui est présente et intrinséquement active dans
toutes les cellules de mammiféres (Figure 29). Elle est responsable de I'absorption de nutriments
essentiels comme le cholestérol transporté dans les cellules par les lipoprotéines de basse densité
(LDL) via le récepteur LDL, ou le fer transporté par la transferrine (Tf) via le récepteur Tf. Ces protéines
sont maintenant couramment utilisées comme marqueurs de CME. D'autres fonctions de la CME
permettent de réduire |'expression récepteurs de signalisation cellulaire par via leur internalisation et
dégradation. La CME joue un réle dans le maintien de I'homéostasie cellulaire, par exemple, par la
régulation des pompes ioniques (35, 372) qui module la dynamique d'absorption. Mécaniquement, la
CME implique l'invagination des récepteurs associés a leurs ligands dans une vésicule. La vésicule se
forme en raison de la polymérisation d'une protéine cytosolique appelée clathrine-1, qui nécessite
également des protéines d'assemblage comme AP180 et AP-2. La vésicule assemblée est d'environ 120

nm, puis elle est dissociée de la membrane plasmique par une petite GTPase, la dynamine (373). Il a
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été démontré que diverses protéines accessoires telles que I'amphiphysine, Eps15 et l'intersectine
agissent comme des échafaudages qui relient la machinerie endocytaire au cytosquelette d'actine
(374, 375). L'actine définit la régulation spatiale et le mouvement de la vésicule endocytosée vers
l'intérieur des cellules. Dans les cellules, la couche de clathrines est éliminée et les vésicules fusionnent
avec les endosomes précoces ou elles sont triées en endosomes/lysosomes tardifs, en réseau trans-
Golgi ou en endosomes de recyclage pour étre transportées vers la membrane plasmique (376). Bien

gu'il existe de nombreux rapports et parfois contradictoires sur les voies de trafic des nanomatériaux.

9.4.2 Voies des cavéoles

Les cavéoles sont abondantes dans les muscles, les cellules endothéliales, les fibroblastes et les
adipocytes et absentes dans les neurones et les leucocytes (372) (Figure 29). IlIs sont un sous-ensemble
de radeaux lipidiques, des régions riches en cholestérol de la membrane plasmique qui permettent
I'endocytose et la fonctionnalité des récepteurs de transduction du signal (377). La caractéristique
définitive des cavéoles est la présence de la protéine membranaire en épingle a cheveux, la cavéoline-
1, qui est nécessaire a la biogenése des cavéoles. En raison de cette protéine, les cavéoles prennent
leur structure caractéristique en forme de flacon d'une taille de 60 a 80 nm et peuvent intérioriser des
molécules qui se lient a la surface des cavéoles. En plus de la cavéoline-1, présente dans la plupart des
cellules, il existe d'autres isoformes comme la cavéoline-2 ou la cavéoline-3 (spécifique du muscle)
(372). D'autres composants de la machinerie endocytaire des cavéoles comprennent des protéines
comme la cavine, qui induit la courbure de la membrane, la dynamine, qui permet la division des
vésicules, ainsi que la protéine membranaire associée aux vésicules (VAMP2) et la protéine associée
aux vésicules des vésicules synaptosomes (SNAP), qui assurent la fusion de vésicules (378, 379). Aprés
bourgeonnement a partir de la membrane plasmique, les vésicules des cavéoles transportent et
fusionnent avec les cavéosomes ou le MVB a pH neutre (380). Cette voie semble étre plus lente que la
CME in vitro mais, surtout, au moins dans certains cas, elle peut contourner les lysosomes. Par
conséquent, plusieurs agents pathogenes, dont des virus et des bactéries, exploitent cette voie pour
échapper a la dégradation dans les vésicules lysosomales (381). Pour la méme raison, cette voie est
considérée comme bénéfique pour la délivrance cellulaire de protéines et d'ADN (382). Certaines
molécules comme CTB et |la toxine Shiga auront une forte affinité pour la voie médiée par les cavéoles,
elles interagissent avec les glycosphingolpides (GSL) résidant dans la cavéole, comme GM-1 (CTB) et

Gb3 (toxine Shiga) (372). Le BTC et la toxine Shiga sont parfois utilisés comme marqueurs des cavéoles.
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Cependant, il convient de noter qu'ils ne se limitent pas aux cavéoles et peuvent également pénétrer
par des voies indépendantes de la clathrine et des cavéoles décrites ci-dessous. A savoir, la cavéoline-
1 est une protéine, qui lie et favorise l'internalisation de plusieurs molécules, dont les lipides

(cholestérol), les acides gras et les protéines membranaires (381).

Ainsi, les cavéoles séquestrent plusieurs ligands responsables de la signalisation cellulaire et leurs
composants de signalisation en aval a proximité immédiate pour une activation et une transduction
efficaces du signal. Certains exemples incluent les protéines G hétérotrimériques, les tyrosines kinases
non réceptrices, le récepteur de l'insuline, le récepteur du facteur de croissance dérivé des plaquettes
et la nitricoxyde synthase endothéliale (eNOS) (380). Beaucoup de ces molécules semblent interagir
directement avec la cavéoline. Par exemple, eNOS se lie au domaine "scaffold" de la cavéoline-1 et

reste inactif lorsqu'il est lié. Les ligands, qui perturbent cette interaction, permettent I'activation

d'eNOS, ce qui conduit a la production d'oxyde nitrique (NO) et augmente la perméabilité vasculaire
(383). Plusieurs nanomatériaux pénétrent dans les cellules via les cavéoles. Cette voie a fortement été
étudiée en nanomédecine, de par sa capacité de contourner les lysosomes. De plus, I'endocytose
médiée par les cavéoles est la voie trans endothéliale la plus importante et cette voie peut donc étre

utilisée pour la délivrance trans vasculaire de nanomatériaux (384).
9.4.3 Macropinocytose

La macropinocytose est un cas particulier d'endocytose indépendante de la clathrine, des cavéoles et
de la dynamine, qui est initiée par I'activation transitoire des récepteurs tyrosine kinases par des
facteurs de croissance (368) (Figure 29). L'activation du récepteur induit une cascade de signalisation
qui conduit a des changements dans le cytosquelette d'actine et déclenche la formation de vésicules
membranaires. Ces vésicules membranaires vont saillir pour engloutir le liquide et les nutriments
environnants dans le milieu extracellulaire (368, 385, 386). lIs peuvent simplement fusionner avec la
membrane cellulaire ou former une vacuole intracellulaire, également appelée macropinosome (387).
Les macropinosomes sont plus grands de l'ordre de 0,5 a 10 um et distincts des autres vésicules
formées lors de la pinocytose. De nombreuses particules telles que les bactéries, les corps
apoptotiques, les cellules nécrotiques et les virus peuvent induire ce mécanisme indépendamment des
facteurs de croissance et s'internaliser dans les macropinosomes (368). On a supposé que certains NP
utilisaient cette voie en raison de leur dépendance a I'entrée des inhibiteurs de la formation d'actine,
tels que la cytochalasine D (367). Cette voie est possible pour pratiquement toutes les cellules a

guelques exceptions pres, telles que les macrophages et les cellules endothéliales des micros vaisseaux
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cérébraux. En principe, les cellules peuvent internaliser de grosses particules de taille submicronique
dans des cellules dépourvues de phagocytose. Dans la plupart des cas, cette voie peut servir de point
d'entrée non spécifique et elle est encore étudiée en pour les NP qui peuvent utiliser plusieurs

mécanismes d'entrée cellulaire.
9.4.4 Phagocytose

La phagocytose se produit principalement dans les cellules phagocytaires, comme les macrophages,
les monocytes, les neutrophiles et les cellules dendritiques (Figure 29). Il existe des suggestions selon
lesquelles certains autres types de cellules, appelés phagocytes non spécifiques, tels que les
fibroblastes, les cellules épithéliales et endothéliales, peuvent également présenter une certaine
activité phagocytaire, mais dans une mesure beaucoup plus faible (388). Au total, |la voie phagocytaire
d'internalisation cellulaire se décompose en trois étapes distinctes, premiérement : reconnaissance
des particules par opsonisation dans la circulation sanguine, deuxiemement : adhésion des particules
opsonisées sur la membrane cellulaire, troisiemement : ingestion de la particule par les cellules.
L'opsonisation des nanoparticules se produit par adsorption de protéines, telles que les
immunoglubulines 1gG et IgM, les composants du complément (C3, C4, C5), les protéines du sérum
sanguin dont la laminine, la fibronectine. La particule opsonisée se fixe alors a la surface du
macrophage par l'intermédiaire de récepteurs spécifiques. Par exemple, le récepteur Fc (FcR) ou les
récepteurs du complément (CR) peuvent se lier respectivement au fragment constant des
immunoglobulines ou aux molécules du complément adsorbées au niveau de la particule [32]. D'autres
récepteurs peuvent jouer un réle dans la phagocytose des nanoparticules comprennent les récepteurs
du mannose/fructose (389, 390). L'interaction récepteur-ligand conduit a des cascades de signaux, qui
entrainent un réarrangement de I'actine et la formation d'un phagosome. Le phagosome peut avoir
différentes tailles en fonction de la taille des particules, qui peut aller de quelques centaines de
nanomeétres a des dizaines de microns (388). Des exemples ont été décrits avec des macrophages
dérivés de moelle osseuse murine de prés de 14 um ingérant des billes de latex opsonisées IgG de plus
de 20 um de diametre (391). Le phagosome et son contenu subissent une maturation a travers une
série d'événements de fusion et de fission, qui conduisent au transfert des particules captées vers les
endosomes tardifs et finalement les lysosomes pour former un phagolysosome, afin de dégrader les

particules captées.
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PARTIE 2.
RESULTATS

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

1. Résultat préliminaire.

PLGA(+) PLGA(-) PLGA(0)

Cationic nanoparticle Cationic PLGA NP Anionic PLGA NP Anionic PLGA NP Cationic liposome Anionic liposome

Figure 30 : Représentation des différentes nanoparticules synthétisées

Des résultats préliminaires nous ont permis de sélectionner le nanovecteur optimal pour la
délivrance de curcumine, comme on peut le voir dans la figure 30, nous avons étudié 3 types
de nanoparticules avec des charges de surfaces différentes. Ces différentes nanoparticules ont
été associées a la curcumine, les formulations ont été caractérisées. Ensuite nous avons évalué
comparé la capacité d’encapsulation de ces différentes formulations et enfin nous avons
vérifié si la propriété antioxydante de la curcumine était préservé dans les formulations en

délivrant ces formulations dans les cellules épithéliales intestinales Caco-2.
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1.1. Synthése et caractérisation des particules

formulation Hydrodynamic diameter (nm) Zeta-potentiel (mV)
NPL (Cur) 65 /(69) +37/ (+35)
PLGA+ (Cur) 100/ (109) +35 /(+34)
PLGA- (Cur) 98 /(108) -28 /(-25)
PEG PLGA (Cur) 112/(110) +2/(+5)
Liposome+ (Cur) 56/ (60) +29 /(+30)
Liposome- (Cur) 61/(66) -21/(-28)

Table 1 : Caractérisations des nanoparticules avant et apreés association a la curcumine

Les NPL ont été obtenues a partir de maltodextrine réticulée auxquelles on ajoute un cceur de
phospholipides (DPPG), les NP obtenues ont un diametre hydrodynamique moyen de 65 nm
et une charge de surface de +37mV.

Les NPs de PLGA négatives (PLGA-) ont été synthétisées par nanoprécipitation et sans
détergeant, et leur surface a été modifiée par ajout de chitosan (10%) pour produire des NPs
de PLGA positives (PLGA+). Les diametres moyens obtenus des PLGA- et des PLGA+ étaient de
98nm et 100nm respectivement. Le potentiel zéta était négatif pour les PLGA- (-28mV) et
positif pour les PLGA+ (+35mV), confirmant l'association du chitosan a la surface de la
particule. Les particules neutres ont été synthétisées a partir d'un copolymere de PLGA pegylé.
Leur taille était similaire a celle des PLGA- et PLGA+ (112nm) et leur charge de surface était
neutre (+2 mV) indiquant un recouvrement du PEG autour de la particule.

Les liposomes ont été synthétisés par injection éthanolique. Les liposomes anioniques
(liposome-) étaient composés d'un mélange de DPPC et DPPG, et avaient un diamétre moyen
de 61nm et un potentiel zéta de -21mV. Les liposomes cationiques (Liposome+) étaient
composés de DPPC et de chitosan, et avaient un diamétre moyen de 56nm avec une charge
de surface de +29mV, confirmant la présence du chitosan a la surface de la particule.

Ces NPs ont ensuite été associées a la curcumine. On observe sur la Table 1, que I'association

a la curcumine n’a modifié ni la taille ni la charge électrique de surface des nanoparticules.
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Nos formulations répondent a nos criteres et sont valide pour la poursuite des
expérimentations.

1.2. Efficacité d’encapsulation de la curcumine

100+

80

60

40

201

Efficiency of curcumin encapsulation (%)

< < < < A
\0\»& S S @
o D v@ & QO L
<~ Vo‘?" © <° N va
N3 Q N

Figure 31 : Evaluation du taux d’encapsulation de la curcumine. La curcumine libre, non associée aux
NPs, a été séparée par filtration. La quantité de curcumine dans le filtrat a été quantifiée par fluorimétrie (485/538 nm) en
utilisant en paralléle une courbe standard de curcumine allant de 0,1 mg a 1 mg. Dans chaque nanoparticule, le pourcentage
d'efficacité d'encapsulation (%EE) de curcumine a été calculé (n=3).

A la suite de la caractérisation, nous avons évalué le taux d’encapsulation de la curcumine
pour chaque nanoparticule. Figure 31, les nanoparticules de PLGA présentent des taux
dépassant les 90%, suivie des NPL a 80% puis des liposomes avec une efficacité d’association
allant de 40% a 60%.

Apres ce résultat nous avons décidé d’exclure les liposomes de nos expérimentations car ce
sont les nanoparticules qui associent le plus faible taux de curcumine. Nous avons également
exclus les PLGA car des données sur la délivrance de la curcumine ont démontré que pour un
taux d’association sensiblement proche des NPL, les nanoparticules de PLGA sont trés
faiblement endocytosées par les cellules notamment les cellules épithéliales intestinales, ces
données s’appuie sur des publications de notre laboratoire qui démontre qu’il existe une
différence dans la vitesse d’endocytose entre ces deux nanoparticules. De plus nous n’avions
pas observé la conservation des propriétés anti inflammatoire de la curcumine avec ces

nanovecteurs.
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Pour la suite de nos expérimentations nous avons concentrés nos recherches sur la délivrance

de la curcumine associée a la nanoparticule poreuse de maltodextrine NPL.

1.3. Analyse de I’effet antioxydant de la curcumine
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TBHP + NPL
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Figure 32 : Evaluation de I'effet antioxydant de la curcumine associé a la NPL. Les cellules Caco-2
ont été incubées avec du H2DCF-DA puis traitées avec du TBHP et de la curcumine libre ou associée au NPL a une concentration
finale de 8 ug / ml. La fluorescence de la sonde H2DCF-DA a été mesurée pour quantifier l'induction des ROS. Le contréle positif
(+) correspond aux cellules traitées avec 100 uM de TBHP pour induire la valeur de production maximale de ROS et le contréle
négatif (-) étaient les cellules non traitées.

Apres caractérisation et vérification du taux d’encapsulation, nous avons évalué si la
curcumine associée a la NPL était fonctionnelle ou non, pour cela nous avons analysé le
pouvoir antioxydant de la curcumine associée a la NPL en comparaison a la curcumine seule
sur la lignée épithéliale intestinale Caco-2. Les cellules ont été incubées avec du TBHP qui
induit la production de ROS et ceci en présence ou non de nos formulations : Curcumine seule
ou des NPLCur a (8 ug / mL), durant 3 heures. Sur la figure 32, La formulation contenant des
nanoparticules seules diminuent légerement I'efficacité de I'induction des ROS par le TBHP,
ceci peut s’expliquer par le fait que les nanoparticules peuvent encapsuler du TBHP et donc
réduire sa toxicité. Le pouvoir antioxydant de la curcumine vectorisée est supérieur a celui de
la curcumine seule, car on observe un effet des les 20 premiéres minutes lorsque la curcumine

est associée au NPL. Ces résultats démontrent que la curcumine délivrée dans les cellules était
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toujours fonctionnelle. La vectorisation permet une meilleure délivrance ce qui impact

directement I'activité antioxydante de la curcumine.

2. Article 1.

® ®
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Figure 33 : lllustration générale des expérimentations

Dans cette premiére étude publiée dans le journal International Journal of Pharmaceutics : X nous
avons pu mettre en évidence la capacité des NPL a délivrer de la curcumine dans les Caco-2 soumis a
deux conditions saine ou inflammatoire. Nous avons ensuite comparé deux méthodes de résolution
de cette inflammation, soit un modeéle dit « early treatment » avec un traitement court de 4h, ou un
modele dit « late treatment » avec un traitement plus long de 24h en présence de l'agent
inflammatoire comme indiqué sur la figure 33.

Les résultats font état d’'une diminution des cytokines inflammatoire grace a la formulation NPLCur,
nous avons pu obtenir des effets comparables a ceux induit par le corticoide de classe IV qu’est la
dexamethasone. De plus nous avons observé une stimulation de I'expression de la cytokine anti-
inflammatoire IL10.

Nous avons ainsi démontré I’efficacité des NPL quant a leur role de vecteur.
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: Inflammatory bowed discase (1BD), encompassing Crohn's disease and ulcerative colitls, is a loag-term condition
Nanoperticles resulting from self sustained intestinal inflammation. Curcumin (Cur), a powerful, naturally occurring antiond-
Delivery system dant and anti-tnflammatocy polyphenol, has been tnvestigated as a therapeutic for 18D, but its poor stability and
:L‘h low bloavallability limits its efficacy. We investigated the use of crosslinked starch nanocarrier (NPL) on the
1o intracellular delivery and the antl-inflammatory efficiency of curcumin. Caco-2 epithelial cells were stimulated
Mecosal delivery with TNFa for 24 h and the antl-inflammatory effects of NPL/Qur formulations were evaluated at the carly stages
of inflammation (4 h) or later, when fully established (24 h). NPL allowed the intracellular delivery of curcumin,
which was enhanced In inflammatory cells, due to a modification of the endocytosis pathways. NPL/Cur
decreased the secretion of pro-inflammatory cytokines IL1fl, IL6 and IL8 while increasing the anti.
inflammatory cytokine IL-10. Finally, the inflammation-related opening of the tight junctions better allowed
NPL/Cur to cross the epithelium by paracellular transport. This was confirmed by ex vivo analysis where NPL/
Cur, administered to coloak explants from chemically-induced acute colitis mouse model, delivered curcumin
deeper in the epithelium. To conclude, NPL/Cur formulation emphasizes the antl-inflammatory effects of cur-
cumin and could constitute a therapeutic alternative in the management of IBD.
1. Introduction such as infliximab or adalimumab, which block inflammation media-

tors/promotors involved in the disease (Na and Moon, 2019).

Inflammatory bowel disease (IBD) is a term commonly used to refer
to Crohn's disease and ulcerative colitis, both characterized by a self.
perpetuating inflammation of the intestinal epithelium. The incidence
and prevalence of IBD are increasing (Hou et al, 2013), and the disease
usually develops in patients between 25 and 30 years old (Sicgel et al,
2017), with diagnasis according to precise clinical, endoscopic, radio-
logic and histological criteria.

Since the etiology of IBD remains unknown, these pathologies are
generally experienced as chronic conditions, and medication has
focused on resolving the inflammation state. During flare-ups, the first.
line medical treatments target inflammation using non-steroidal anti-
inflammatory drugs such as mesalazine (5-aminosalicylated acid - 5
ASA). Specifically, 5-ASA decreases inflammation by blocking cyclo-
oxygenase (COX) activity and by inhibiting the production of the major
pro-inflammatory mediators (IL- 1§, IL-6, IL-8 and TNFa) (Na and Moon,
2019). Other conventional treatments involve the use of immunosup-
pressant and biological agents (eg. anti-TNF-monodional antibodies)
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However, despite a large therapeutic library, medication generally
remains insufficient to completely cure the inflammation. Moreover,
these drugs are expensive and exhibit severe side effects such as anemia,
depression and insomnia, but also opportunistic bacterial infections,
solid tumors and lymphomas (Shu et al, 2019).

To limit the side effects of current therapeutics and improve the
compliance of patients, new therapeutic strategies need to be developed,
including the use of natural products with anti-inflammatory properties
(Bribi et al., 2016; Davatgaran-Taghipour et al., 2017; Mozaffari et al.,
2014). Numerous studies have highlighted the natural anti.
inflammatory and antioxidant activities of phytochemicals such as
phenalic compounds and flavonoids. They have been shown in vitro to
modulate the production of inflammatory mediators such as TNFa, IL-
19, IL-10, IL-6, inducible nitric oxide (NO) synthase (iNOS), prosta.
glandinE2 (PGE- 2) and cyclooxygenase 2 (COX2) (Aggarwal et al,
2013).

Curcumin (Cur; 1, 7-bis (4-hydroxy-3.-methoxyphenyl)-l, 6
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heptagdiene- 3, 5-Dione) is a hydrophobic palyphem, the principal our-
cumineid of turmeric, raditionally used a5 a Indian spice in south Asian
oooking, and is known to have nomerous biological functions (amtio-
dant, anti-microbial, anti-parasitic, anti-cancer and anti-inflammeatory

effects]) (Kummumakkara et al., 2017)% These are mainly explained by
the ability of cuncumin to modulate NF-EB, AP-1, c-Jun, Jak-STAT
pathways [Agzarwal et al, 2003; Amand et al, 2008). Curcumin has

been widely studied a5 a trestment for [BD and other diseases: clinical
Irils in humans demonstrated the safety and wolerability of curcuamin

(Epstein et al, 2010) and its eficacy a2 a chemo-protective agent
(Shehzad et al., 20000 and an efective anti-inflammatory drug against
ubcerative colitis (1 lanai et al., 2006), Howewer, several limitations were

also observed in its clinical use after oral administration, madnly a low
solubility in bioloegical fluids resulting in a poor bisavailability, and a
rapid metabalization resulting in limited plasma levels, much below its
required  therapeutic concentration (Fan et al, 1999 Sssaki et al,
HI11).

An effective approach to treat IBD is the specific targeting of
inflamed areas, in order o redoce systemic side effects and mprove
therapeutic efficacy, as local drug delivery results in higher drug con-
centrations in afected tisees, reduces histological degrees of inflam-
muation, and enables better controd of the disease (Grimpen and Pavli,
10 Strojny et al., 2016

In thig regard, significant ressarch has been conducted on mew de-
livery systems that better target the gut and impeove the protection of
anli-inflammatory drigs agadnst the digestive environment. The use of
carriers provides many advanfages, in particular 0 overcome the
variows biokogical barriers that limit access of the drug bo the targets,
and 1o improve the oral bicavailability of hydrophobic molecules such
at cuncumin (Grimpen and Pavli, 2000 Strojoy et al. | 2006). Moreower,
the usefulness of curcumin associated with manoparticles (MPs) has been
reported in some pathalogies such as skin disorders, cancer or wound
healing (Kame et al., 2021; Vollono e al., 2019 Zhou et al., 2021).

Finally, NPx, depending on their composition, surface charge and
physico-chemical properties, can passively accumulyte at the sites of
inflammation, taking advantage of the increasesd intestinal permeability
(Tolstanova et al, 2012), which could enhance NPs upltake by infil-
trating cells, and minimize systemic side effects (Lamprechr, 20005
Torchiling 2014 In addition, due to their size, NPs can alio penetrate
deeply into the target tissoe, which could be beneficial in particular for
treatment of Croho's disease.

In this sense, liposomal formulations, polymerc micelles or poly-
meeric NP5 are the most used vectors (Karthikeyan et al., 20215 Recently,
liposomal formulbations composed of lecithin amd cholesterol were
asgociated to Curcumin (5% drug loading and 90% encapsulvion effi-
ciency) to treal hmg carcinoma. The formulations inhibited nuclear
fctor-kappaB (NF-xB} pathway amd downregulated relevant inflam-
matory fEctors as transforming growth Betoe-§ (TGE-A), tumor necrosis
factor-o (THF-a), interleukin-6 (IL-6) and interleukin-8 (IL-8) (Shi et al.,
H1Z) In amather study, Xie X et al. prodoced biodegradable Curcumine
loaded PLGA (paly[lactic-co-glyoolic acid]} NPs (5.75% dmg hoading
amd 91.96% encapsulation efficiency). The results indicated that PLGA
NP5 improved the ol bisavailabality of Corcumdn at S.6-Fold and had a
lomger half-life compared to free Curcumin. The authors thowght that the
improved oral bioavailability was associated with increased water sol-
ubilsty, higher release rate, inhibition of P-glycoprotein-mediated efflox
(Betbeder e al., 20150 and increased residence time in the intestinal
cavity [Nie e al, 2011 Noteworthy, these examples highlighted
maderate drug loading which did not exceed 20%: [ Chen et al, 2020),

In thizs study, we atempted o develop a new nanoparticulated
formulation that could eficienty help curcumin increaging its solubdlity
and anti-inflammatory properties, as an alternative 0 current symp-
omatic treatments in IBD. We previosly developed starch nano-
particles  (hereafier called NPL) able o deliver proteing and
bicmedecules within airway epithelial cells (Dombu amd  Getbeder,

215 They are composed of crosslinked and positivel y-charged

| | towrnal of Pl i X & (022 gl id
maltodextrin (al-4 p-Gluomse polymer] with an inmer core of aniondc
phospholipid (dipalmitoyl phosphatidylglyceroll. NPL actively enter
cells by endocytosis {Dombu et a2l 2012), and dve o their porous
structure and lipophilic core, they are capable o be boaded with and o
deliver hydropholéc molecules (Eroubi et al 2010). Based on these
findings, we hypothesized that NPL could deliver curcumin ingside the
epithelial celks in order to limit intestinal inflammation.

Here, in the context of IBD, we developed a Fermulation composed of
MNPL loaded with curcumin (NPLACur) o evaluate whether the anti-
inflammatory activity of the curcomin & improved thanks o a better
cellular delivery by NPL. We s2f up complementary modeds of “early™ (4
h} amd “late™ (24 h) reatments of intestinal inflammation, fo evaluate
KNPL/Cur anti-inflammatory properties againgt bath a starting and an
established inflammation. We fict examined the abdlity of the NPL/Cur
o defliver curcumin in the cells, for bath models. The production of the
pro-inflammatory cytokines IL-1f, IL-6, IL-8 and the anti-inflammatory
cytokine [L-10 were amalyzed in cells treated by NPLACur by ensyme
linked immune sorbent assay (ELISA) tests. The transepithelial passage
of NPL and curcumin were defermined uging transepithelial electrical
resistance [TEER) and Locifer Yellow (LY) assay. Fimally, delivery of
curcumin was performed ex vive on murine colonic samples from
healthy versus chemically-induced colitis.

2. Materials and methods
Z.1. NPL synthests, kabeling and curcimin assocfation

21.1. Synthesis of NPL

The parous and cationic starch nanoparticles NFL were synthesized
acoording to the previously described methods (Paillard e al,, 2000).
The maltodextrin {Rogquette, France) was dssolved in a 2 N sodium
hydroxide solution with magnetic stirring at room (emperature, then
epichlorohydrn and glycidyl irimethyl ammonium chloride (Sigma-
Abdrich, Framce] were added, lesding to the formation of a cationic
hydrogel. The gel was then neutralized with acetic acid and crushed by a
high-pressure  homogenizer (LM20-30 microfluidizer, Microfluidics,
Framee), The manopartickes obtxined (NP7) were porified from oligo-
saccharides, low-mobecular weight reagents and alis, by tangential fow
ultra-filtration { Akt Fluxt, GE Healthcare, France) using a B0 kDa cut-
off hallow Aber. Fimally, 70% (wow] of dipalmitoyl-phesphatidylglyceral
(DPPG, Lipoid, Germany ) was incorporated into NPT at 80 °C for 2 h and
fltered through 0.2 pm flter to abtain NPL nanoparticles.

2 1.2, Choracterization of NPL ond NPL/Cur formulntions

The hydrodymamic diameter (Z-average] and the polydispersity
index (PDM) of the nanoparticles and formulations was measured by
dymamic light scattering (DLS, Zetasizer nanoZs, Malvern UK} at 25 °C,
using 1 mg/mL NFL in an aqueous solution of 23 mbd MaCl.

The zeta potential of the namoparticles amd formuolations was
measuned by elecirophoretic light scatbering (ELS) at 25 °C, using NPL at
1 mg/mL in ultrapure water.

218 NPL labeling

Labeling the Lpid part of NPL was performed by mixing NPL witha 1
mg/mL ethanolic solution of 1, 1%-disctadecyl-3, 3, 3%, 3 -teframethy-
lindodicarbocyanine, 4-chlorobenzenesulbonatesalt (DD, 1 mgsmL) at
0.7% w'w overnight at room temperyiure. The reslting NPLg;, was
purified by exclugion chromatography (PD-10 column Sephadex ™ G-
25, Sigma-Aldrich, Framce]).

22 Formulotion of Curcumin withh NPL (WPL/Cur)

A1 mg/mL curcumin (purity: 97%, Lot n® KXGOG, Tokyo Chemical
Inchztry, UK, Led. ®) solution in ethanol was mixed with MPL in a mass
ratio of 1:1 under stirring during 2 h at room temperature. The resolting
NPL/Cur were fAltered through a 0.2 pm filter and charscterized as
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Fig. 1. Protocols developed as models for sarly and Late creatments of the starting and established TNFe-induced inflammation.

Table 1

Characterizadon and encapsulation efficiency of free (WPL) and curcumin
loaded (NFL Cur) mapoparticles. The hydrodynamic diameter (Z-average, nm)
and the polydispersity index (PIN) of nancpanticles were measured by dynamic
light scattering while the zeta potential (mV] was measured by elecirophoretic
maobdlity. The encapsulation efficlency (EE) of curcumin into NPL was deter-
mined by separathee filtradon and expressed s a percentage of assoclation over
free curcumin. Apalyses were measured in triplicate, and values represent the
mean = S0,

Hydeodynaimibe dissens Ol Feta-petenlial EE
i) {m4] )
ML &5 1 LERH B +37 =8 -
HPLS
&+ 14 0.2 +35+ & L]
Coar N

described in Section 21,2,

The free curcumin was separated by fliration =sing a 30 kDa
membrane (MNanoSep, Pall, France) at 10,000 g for 5 min at room fem-
perature. The amount of curcumin in the fGlirate was quantzhed by
fuorimetry using the ex: 485 om/em: 538 nm wavelengths, over a
curcumin standard curve ranging from 0.1 mg to 1 mg. The encapsula-
tiom efficiency (EE) of Cur in NPL was caloulated as follows:

| o botal — o filtrade /m . todal) x 1M = SEE of Crer laded ir NPL

23, Cell culrure and reatments

The human intestingl epithelial cell line Cace-2 [ATOC #HTB-37)
wis maintained in DMEM supplemented with 20% heat-inactivated,
fetal calf serum, 103 U/ml Penicilling 100 mg/ml strepiomycin and
1% e-glutamine ak 37 “Cin a humidified, 5% 00 atmosphere. Cells wers
seeded at a density of 1.0 x 107 cells per well ar 5.0 = 10° for,
respectively, Gowell plates (9.5 cm®) and 12-well plates (3.5 em®) until
confluence.

To study the treatment of the sarting inflammation (eardy treat-
ment], cells were treated with 10 ng/mL THFe for 24 h, along with 8 pg/
ml NPL Cur, to limit the progression of the inflammation.

To stady the treatment of the established inflammation (Eate treat-
ment], cellk were treated with 10 ng/ml THFx for 24 b o indoce
inflammation. Then the medium was renewed, amd 8 pg/mL NPLACar
wis added for 4 ho

The procedure is summarized an Fig. 1.

24, Choracterismion of NPL/Car wpioke by intestinel epitheliol csfis

The uptake of NPL and curcumin were evaluated using flow cytom-
elry as previously described (Le e al, 201E).

Cells were washed twice with PBS and treated with 8 pg/ml of
NPLpan, Cur or NPLpaCur either for 4 b or for 24 b, in both early and
late treatment conditions following the Fig. 1. Cells were then washed
again with PBS, harvested using trypsin and suspended in PBS for Aow

cytometry analysis,

To determine the uptake pathway of NPLCur, the cells were pre-
imcubated for 15 min at 37 “C with different endocytosis inhibitors:
nystatin {30 pg/ml), filipin (10 pg/ml]), chlospromasine (CPE, 10 pg/
mlL}, phenylarsine axide (PAQ, 1 pg/mL), amiloride (23 pzmL). Then &
ug/mL NPLpy g/ Cur were added for 30 min before collecting the cells
using trypsin and messuring nanoparticke endocytosis by Aow cytometry
(CYAN ADP Analyzer, Beckman Coulter) In this way, triplicate analyses
were performed om 5000 cells

2.5, Influence of NPL/Cur on cytokine secretion

Cells were inculbsted for 4 b or for 24 h with B pg/mL of NPL, Cur ar
NPL/Cur following the early and late treatment protocols in Fig. 1. The
secretion of IL-1f, IL-6, [L-B and IL-10 were measored by ELISA in each
supernatant. Dexamethasome (Dex) was oged at 0.1 mM as an anti-
inflammatory pogitive control. The detection ranges of the ELISA kits
(Invitrogen, France) were between 2 and 300 pg/ml.

26 Trenscytosis of NPLACwr on Caco-2 cells

Transcytogis of NPLACur was evaluated as previoosly descoribesd
(Bermoochi et al., 20016). Caco-2 cells were seeded on TranswellE Rlters
(3 pm porosity TranswellE flters, BD Bioscience, Framce]) af a density of
1 = 107 cedls/Transwell® (0.9 cm®), in order to reproduce an inestinal
epithelial barrier. Medium was changed every other day ontil conflu-
ence, which was checked by TEER measurement with an epithelial Vaole/
1 meter (EVORM2, World Precision Instrument, USA, equipped with an
STXZ2 electrode]). The cells were pre-incubated with Hank's Balanced Salt
Solution [HESS, Life Technologies, France) during 30 min at 37 “C
before measuring the permeability. A a positive cantrol for the tght
junction [TJ) opening, 20 pgs/ml of a low maoleoalar weight chitosan
(CS; Sigma-Aldrich, France, 5 mg/mL at pH 6.5) was used, and a 50 g/
ml solution of hcifer yellow (Sigma-Aldrich, France] was added as
oontral for paracellular and tramscellular transports.

Cell monolayers were treated with B pg/mlL of NPLain NPL/ACur, ar
Cur. The TEER was checked after 30 min, 1 h, 2h, 3h, 4 h and 24 h. The
samples fram the apical side and basolateral side were collected sepa-
rately and the Auorescence was messured with a Fluoroskan Asoent™
Microplate Fluoraometer (Therma Scientific, France) uging the following
flters: MPLnip LiaeB633 tmi ke 670 nn; Cur bg-485 nmy’ Ly 538 nme.

Z 7. Ex vivo uprake of NPL/Cur by colonic cells from Baoib/c mice

Cobonic segments of 1 cm from Balb/c mice, aged between 6 and 8
weeks, were collected. Tissues came from unused organs from animal
experiments performed in accordance with the guidelines for anmal
experimentation (EU Directive 2010/563/ELT, with a protocol approved
by the local ethics review board (Mord -Pas-de-Calas CEEA N°75, Lille,
Framee]. Healthy mice were compared with mice suffering from Dextran
Sulfate Sodium (DESkinduced colitis. The inflammation of the colon was
aseested by morphodogical observations [colon retraction amd bowel
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Fig. 2. Emdocyiosis of MPL and curcumin. The intracellular amoent of NPL in non-inflamed {“healthy”, light gray ) or inflamed {dark gray] cells was analyzed by fow
cytnmetry in the sarly 4 h (A) versus late 24 h (B) ireatment conditbons, using 8 pgemil NPL or NPL/Cor. Ina simdlar manner, the intracellular amount of curoumdn,
free- or MPL-msociated, in the early () verse late (D) rreatment ooditions was measured. The analyses were performed i triplicate and valses represent the mean
= &I of the mean fluoresoence intensities based on a mindmem of 5000 gated events. The significance of the statistical test s indicated as follow: * p < 005, "" p <

KL, *™"p « U0, =" "p - O.OHFL

Table 2
Endocytosis inhibitors used i this shedy. The final concentration and the tar-
geted endoryinsis pachways are indicated.

Inhibinrs Finsl Cisncrstration Endocyimis parbawiay

Nysratin 2 gy el Cavenlae

Filigeis Lk g el Cavenlae

(CPE) 1 g el (larkrin
Phenylarsise sxide (FAK) 1 p/md larkrin
Assiloride 29 g fml Mrrepiniy s

witll thideening) amd climical signs (Lo weight, bloody stools, and
diarrheal.

Sepments were incubated for 4 h at 37 °C in HBSS buffer, and
intraluminal instillations of Cur or NPL/ACur (B pg/ml.) were performed
with a 326G needle. Tisues were then twioe washed with PBS, fixed for
30 min with 4% paraformaldebyde at 4 °C, and frozen in Optimal cutting
temperature (OCT) matrix (Sakura®E Finetek, USA), after which 15 pm
slices were obtained using & cryostat (Ledca® CM3050 S Mucled were
stained with Hoechst 33342 (5 pg/ml), and mounted with Floo-
roshield™ [Merck Millipore, France), allowing visoaltsation on a Zeiss
LESMT10 comfocal microscope (Zedss, Framoe),

2.8 Sutistical analysis

The resolts are represented as the mean 4+ standard deviation of at
least 3 independent experiments and the analysi of variance was done

using suitable AMOVA et for each experiment.
3 Results

g1, Choracterizmtion of the cieeumin-memoparticle formulaton (NPLS
Cur)

NPL are composed of a erosslinked maltedextrin shell with a core of
phespholipids (DPPGE). The NPL had an average hydrodynamic diameter
of 62 mm and their PDT was 0.219, Moreover, they had a surfece charge
of +37 mV, which & imponant for their cell uptake and colloidal sta-
bility. The NPL/Cuor formulation was made by adding equal amount of
Curcumin (1 mg/mL) to NPL (1 mg/mL}) leading to a 1:1 mass ratio
formulation. The incorporation of curcumin by the NPL did not alter
their size. The unaltered zeta potential of the NPL/Cur relative o NPL
canfirmed that the curcumin was associated with the lipid core of NPL,
and mot merely bound 1o their surface,

The efficiency of the curcumin encapsalation by the NFL, quantifed
by Auorimetry, was 80% {Table 1) and no curcumin release was
mesasured in sofution for st least 2 weeks of storage time. We thereby
demanstrated that the curcumin was correctly asgociated with the lipid
ocare of the NPL

.2 NPL/Cur pprake by coco-2 cells

To reproduce inflammatory conditions in vito, cells were stimualated
with 10 ng/mL of TNFa for 24 hat 37 “C.
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Treatments with NPL, Cuor aor NPL/Cur were performed following two
schemes: either during the presence of TWFuo, to limit the progression of
the inflammatory state {early treatment), or for 4 h after the TNFa-
induced inflammation, to resolve an eifablished inflammaton (lage
ireatment ).

We frst examined the influence of the inflammatory state an the
endocytosis of NPL alone. In cells with an early trestment, a 1.56-fold
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Fig. 3. Mechanisms of endocytosis of
MPLACur in Caco-2 cells. Uniresded,
mon-inflamed (&), or 24 h TNFaz-
imdweed  inflamed (B cells  weers
treaced with endocytosis pathway in-
kdbitors for 15 min then 8 pg/mL
MIP Ly "Cur were added 1o cells for 30
min at 37 “C Cells were then washed
and mmediately analyzed by fow
cytometry. Data represent the mean
flunrescence intensity 4+ /= S0 (@ = 3)
and cells not ireaied with inkdbiiors
were s=f i 100% uptake. The signdfi-
cance of the statistical test is indicated
as follow: = p < (LOS.

Inflamed

Fig. 4. Cytokine prodwsction in early
treamment of inflamed Cacn-2 cells. Cells
) were concomitanily stimulaced with 10
ng/ml of THFa and treaced with either
B pg/mL of NPL, Curcumin (Cur) or
NPLCur during 24 h. The concentra-
thon of 1L-1 (A}, L8 {B), IL-& () and
IL-10 (0} cytokimes in the sspermatamt
wis measured by ELISA. Values are
expressed in pg/ml and represent the
mean = 50 of triplicate analyses. The
significance of the ANOWA statistical
test s indicated as follow: *** p <
IRDENL; =" o oo (L.

T #:E‘"ﬁ}

THF a

incresase of NPL uptake was abserved compared 1o the healthy condi-
tioms (Fig. ZA). There was nevertheless an observalde difference in cells
with a late treatment, with a 27-fold increase of NPL optake betwesn
healthy amd inflamed conditions {Fig. 2B). The asociation of curcumin
into NPL did ot change this increase (x3.1].

Thereafter, the efficiency of curcumin delivery was examined. In the
early treatment conditions, a significant incresse of the NPLACur
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Fig. 6. Evalmation of tight junction opening in caico-2 cells at
confluence. Cells were treated or not with chitcsan (C5)

-#- Untreatsd (0.05% wv) 0 loosen the epithelial junctions, and the influ.
- LY emce of B pg/mL of NPL (A), curoamin ar NPLACur (B) on the
trans-rpithelial elecirical resistance (TEER) was evaluated. T
-_- LY+ 5 is set po 100% and values represent the mean -+ S00of triplicate
analyses expressed as a percentage of the initial TEER value.
== L= NP Lucifer Yellow (LY) was wsed as a passive tracker of the
== LY + NPL + C5 tramsepthelial passage. (For interpeetation of the references o
colour im this figure legend, the reader i referred to the web
version of this article.)
i} 3 [ 8 12 15 18 21 24
Times (hours)
B
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== Cur
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NPL/Cur significantly increaged #is production (Fig. SD).

8.5, Transcytosis and poracsthdar pacsoge of NPL/Cur ocross Coco-2
sttt BT

Inflammation it a multicellular process imvolving epithelial, sub-
epithelial, endothelial and circulating cells. To determine whether the
NPL/Cur can cross an intestinal epithelium and resolve sub-epithedial
inflammation, & Caco-2 madel of epithelial barrier was established
and the ability of NPL to deliver curcumin across the epithelial barder
wits evaluated.

The Caco-2 cells were cultured on TransweldE Blters until the cells
reached confluence with a TEER value in the range of 350450 0.cm 2.
CHS was used as positive contred for the opening of the tight junctions
{TJ], a meschamism mediated by integrin relagation (1o e al, 2012 Flsu
el al, 201 5). Lucifer Yelbow (LY]) was used as a tracker of the transcylosis
and paracellular passage. Treatment with CS exhibited a TEER reduction
of B confirming dght junction opening. The LY and NPL had no efect
on the TEER value, on efther untreated or chitosan-trested epithelial
barrier {Fig. 6A), nefther did free curcumin or NPL-associated cuncumin
(Fig. &B). This confirmed that this model was saitable for studying the
trans-epithedial passage of curcumin,

To analyze the permesbility of the epithelial barrier, the transport of
LY across the intestinal epithelial barrier was aseesoed in pacallel to the
TEER measurements (Fig. 7). Without 5, the tamscytosiE of LY
increased for 24 h (x26E between 0.5 h and 24 h), and 2= expected, a
higher permeation was observed when the tight junciions were opened
{x3.96 between 0.5 h and 24 h]. The NPL did not modify the permeation
of LY in presence or in absence of C5 (Fig. 7A) which was comsistent with
TEER data {Fig 6A).

We then examined the permeation of NFL across the epithelzal bar-
rier, Without C5, the transcytosis of NPL increased for 24 h (x3.58 be-
teeen 0.5 h and 24 h), as depicted by the progressive increase of NPL
amount in the basal compartment. C§ increased this permeation (2761
between 0.5 h and 24 h). After 24 h, CS allowed a significant higher dose
of NPL to cross the barrier, by a ratio of x2.9 (Fig. 7B). We noticed that
the Corcumin did mot alter the behavior of the NPL after 24 h of C8
treatment {x2 6]

Finally, we analyzed if the permeation of curcamin was modifed
when associates] fo the NPL Withoot 8, no difference of curcumin
transcytosis was observed whether free or asociasted to NPL. However,
CS incressed both curcumin and NPLACur permestions after 1 h, with a
higher and faster permeation of NPL-associated Cur than the free
mudecule. This was particularly olwiows after 4 b and 6 h where a 2 -fold
amd & 1.3- fold increases were respectively observed betwesn these
conditions (Fig. 7C). This indicated that the NPL/Cur increased curcu-
min delivery across a loasened epithelial barmier.

.6 Ex vivo stedy of NPLACur mproke by colonic cells of Balhy/c mice

Since NPL were shown to efectively deliver Cur soross an epithedial
barrier with loosened tight junctions (Fig. 7], we examined the capacity
of NPL/Cur to be taken up by colonic cells in DSS-induced colitis mice.
Colonic explants were treated with ree curcumin or KPL/Cur, and the
presence of curcumin was analyzed by confocal microscopy (Fig. ). DSS
imduced severe inflammation of the colon, confirmed by a thickened
witll gut, & shorter colon, and weight ko (data not shown), Pree cour-
cumin slightly diffused acros bhealthy epithelium but it association
with the nanocarrier in the NPL/Cur allowed a deeper delivery. More-
owver, NPL delivered Cur even better in DSS-damaged epitheliom,




N, Saloh o sl

>

150

-E.
i

passage (4.1}
2

LY tranesepithelial

Times (hours)

B
150
2 -~
£ 3 1004
E-!
2 &
E =
E¥ s
g a
=
[._
Times (hours)
c
150-
C -
E -
= 100+
-]
H B
-
Eg s
§a
o
-
N I

Times (hours)

consistent with the in witro permeation resules (Fig. 7L NPL increased the
curcumin bioavailability in the gut wall and thus could be considered as
a good nanocarrier candidate to deliver curcumin to epithelial cells of an
inflammatory gul.

4. Discussion

Curcumin exerts pleioropic activitdes such as antioxidant, anti-
carcinogenic and anti-infectious effects, all assd upon the regulation
of a large number of cellular signaling pathways (Calabrese e al., 2008],
However, its poor solubility in biclogical fuid and it high rate of
metabolization limit its potential clinical use. Nanomedicine as drug
carrier and delivery system could overcome these Hmitations (Kumar
e al, 2012 In the context of IBD promiging results were already alb-
tined with 5-ASA, corticosterodds, immunosuppressants or siRNA

vl oy Pl s X o 3022 p P01 T4

Fig. 7. Evaluation of the trans-epithelial passage
af NPL/Cur in Caro-2 at confluence. A) Passage of

= LY ihe tracker Lucider Yellow (LY cells were tresied
B3 LY + NFL with LY and influence of MPL in presence o
B LY+ CS ahsence of chitosan (C5) was shown, B) Passage of

thee NFL labelled wich Dilc cells were treated with
4 gz’ ml of NPLyp or NFlLg'Cur in presence or
not of C5. C) Pasage of free or MPL-associated
curcumin: oells were oeated with 8 pg/ml of
curcumin ar NFL/Cur, in the presence or not of C5.
Results are expressed as the meaps = 5D of trip-
licate measurements. Different symbals are used
for clarity of the statistical ANOVA significance in
. The pumber of *, # ar § symbals represent the p
value: * p < 0LOG, ** p < LOL, **"p < (001,
TTREn < OUODDN. (For interpremcion of the refer.
ences o calour in this figure begend, the reader is
refermed to ihe web version of this aniicle.)

Il LY + HFL + C3

NPL

NPLACUr

NPL +« C3
HPL/Cur + C5

BEO0

Cur

MNP LICur

Cur + C5
MPLCur + TS

BEOO

loaded in various MPs (Munes et al, 201% Taghipowr et al., 201E]).
However, the clinical use of thi strategy & still under evaluation.

In this study, we investigated the ability of the NPL nanocarrier, a
crogslinked maltodextrin shell with a phospholipid core [(Dombu et al.,
2012), 1o dediver curcumin directly inte inflamed intestinal epithelial
cells and the amti-inflammatory efects of the NPL/Cur formulations.

In an inflammadory context, the electrical charge of the intestinal
epithelial surface & perturbed, and the overall charge at the cells’ surface
becomes mainly cationic (Zhang et al., 2015 Fram this starting point,
much research bas focused on the use of anonic or neutral nano-
particles, aiming to increase their adhesion and epithelial residence
tEime. Thus, it is important o state that, while the surface charge of the
NWPL is cationic, they behave as unigue nanocarriers thanks to their
anionic Hpid core. Moreover, mucus production is increased in [BD,

requiring nanoparticles that can penetrate and diffuse through the
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Fig. B. Uptake of MPL/Cur into colomdc explant in untreated wersus DSS-induced
enlitls mice. Curcumin or NPLACur (8 pg/mL) wers incubated for 4 b i the
lumen af calonde explants and curcumin was wisualized by confocal microscopy.
Huclel were stained with Hoschst 33342 (blue) while inirinsic curcumin fleo-
rescence is shown in green. Scale bar = 50 pme (For interpretation of the ref.
erences bo codour in chis figure legend, the reader s referred to the web version
af this anicle.)

Control

Dss

monweus, which is the case bor NPL [(Murgia 101 E). Henes, the NPL
combine three patential advantages for drog delivery in the context of
IBIx (i) NFL are muco-penetrating nanocarriers, thanks o their size
bedloww 100 nm (here 65 nm, Table 1) and their phospholipid core
(Fas 1 tal, 20200; (if) they gquickly interact ﬂml]'rr-nrlralu cells, due
10 IZh.rlr highly caticnic surface charge (here +35 mV) (L L, 201E],
(ifi) they were proved bo associste amd deliver h:.rd:uphulriL' drugs

(Eroubi et al, 2000k They can also protect a doog from oxidation, as
shown for the anti-parasitic diminasene (Kroubi et al., 2000), which isa
particular sdvantage when using curcumin (Betbeder of al. | 2005]L Thus,

NPL are good candidates for curcumin cell delivery compared to other
systems that only focus on inereasing the drogs residence time in the
epithelinm’s surface (Kumar et al_, 2012).

The association of curcumin in NPL did not modify either the size or
the neta potential of the nanocarrier (1 11, indicating an association
between the curcumin and the phusphr_rllplds in the hIF'L core, a:..lJnHad:.r
described for diminacene and proteins [ | 2 = K

10]). Moreower, as a highly hpuphl]lf molecube, ]'L\-drnphr_lhlr
inberactions associabed curcumin to the lipid core of the NPL; this katter
'I.u-lng stably IJ'LrI:!I'pL'ATHIEd o the shell as previougly demonstrated
[Pail | ik, 2000), and explaining that no corcumin rebease is
uhs.-rn-rd.

In the case of IBD, the inflammation state appears progressively, is
continoous and self-sustaining (I 1. Rapid am«d
efficient drug delivery would :hunﬂJ’uw IJ." |.'J imterest to break this vie
cipus circle. However, mimicking IBD m vitre @5 not passible and only
specific features of inflammation can be reproduced. Here, we stimu.
lated Caco-2 cells with THPx to induce an inflammatory state, validated
by measuring the secretion of pro-inflammatory cytokines IL-1f{, IL-&
amd IL-8 (Fizs. b Trestments with anti-inflammatory com-
poumnds can either counteract or resalve the inflammation. In this regard,
ey profocols were examined, using NPL Cur either in the eady (during
the THFo-induced inflammation), or in the lage (afier the THNFo stims-
latiom) steps of inflammation. In inflamed celdls, we observed an increass
of the NPL endocytosis leading to a better defivery of curcumin,
compared with non-inflamed cells (Fig. 20 Under non-inflamed condi-
lions macropinocyiosis was the preferred endocytosis pathway for NPL
[Fig L while it was clathrin-, caveolas: and macropinocytosis.
independent in inflamed conditions (Fig. 3], indicating a modifcation
of the endocytosis mechanisms. We could hypothesize that nano-
particles wse the Aotillin pathway as an altermative, since its expression

Levermarniona fournal of Phormacesics: X o (20220 MO0

it abundant in inflamed enterocytes (Gouss et al, 20013).
Infammatory cytokines and COX-2 are essential mediators |.'J
inflammation, and are known (o be upregubated in IBD (A
: Binper el al, 1998). Por instance, the sxcessive g-r:rl.-r:rﬂl!lm |.'J]L ]|.'-
increases intestinal ]'rrmu.t'l.rlljl:,r.]rmmul!n't;g activation of dendritic cells
anxl mﬂn‘uphagrs [Al-Sacli 17 Al-Sadi «t 12: {
2} and leading to L-.-ulr.md Lhn:r.ur mﬂﬂmmal.lnn-l’

1 e 20091 Phytochemicals with anti- ||.'|FI.|.1'r.|r|1.|.I|:|n el
ﬂﬂl]l:ll:ldﬂ:l'l.l actvities have thus been studied in the management of [BD,
as they can modulate various inflammatory mediators such as IL- 1|.'- ]L
&, IL- ]IZI THFa, PGE-2, iNOS, and COX-2 [ h

H et al, 2016). We thus focused oor s.l:ud:.r L'-!' |]'I.I." anti-
|r.|FI.|.1'r.n1'.|ﬂI!|:|r|. efferts ul!' curcumin, either free or delivered by the NPL,
on the secretion of IL-1f, IL-6, IL-8 and IL-10 (A wal ef a 1.
While nedither curcumin alenes nor MPLACur could :'Edune- the sscretion of
the pro-inflammastory cytokines, NPLACur efficiently inhibited their
expression [Fig: 1. Om the contrary, [L-10 secretion was solely
upregulated by NFLCur, despite the TNFe-inducsd inflammation. This
proved that the NPL manocwrmier plays a key role in boasting the anti-
inflammatory effects of curcumin, The mechaniEms probably rely on
the curcumin encapsulation which increases its solubility in biodogical
fumids (Jurerks, 11, and om the delivery of curcamdn in cells (Le et al,

0, (Fig. 2}

During a fare up of [BD inflammation, the epithelial barrier is
damaged which induces disruplion, or even the ruptore, of the T.J. Hene,
we uged chitosan, a cationic palysaccharide, to open the TJ (Chen

L], The imitial aperture of epithelial TJ is thinner than 1 nm whereas
chitogan canm enlarge it o 150 nm, sufficient to allow the passege

1B Larse
*

nanaparticles <50 nm across a Caco-2 cell monalayer (Lin el al., I
Here, the TJ opening allowed the pasiage of curcumin, "\IP'L and NPL/
Cur, (Fig 1. However, this effect might be cell-type dependent as
shown pnwiuu:l:.r in airway epithelial cells (Bernocchi et al., 20061

To better assess the NPL/Cur delivery in an inflamed infestine, an ex
wva murine colomic explant from a D8S-induced inflammation model
wias nsesd. Afer 4 b of treatment, Cur was detected within the intestinal
witll, not merely in the superficial layers of epithelial cells (Fig. 8). This
supparted the previous obgervation that NPL can crosf a loosened in-
testinal epithelfum (Fig. 7). This suggests that in IBD, NPL/ACur could
also repch the subepithelial tissue and deliver curcumin fo epithelial-
asgociated immune cells, themselves implicated in the duration of the
inflammation (eg. macrophages or dendritic oelk).

5. Conclusion

Despite promising experimental evidence, clinical trak involving
curcumin have failed o generste convincing resuls, Indeed, its thers-
peutic e could be either as a dietary sopplement or a preventive
treatment, o in association with other trestmeents (Tobal et al., 201E)L
Onwirg o ies low bioavailability and chemical instability when taken in
free form, curcumin is an ideal candidate when loaded in delivery sys.
tems such a8 nanoparticles (Betbeder 201 5k COhir results describe
an easily scalable NPLACur nanoparticulated formulation. By encapsu-
lating curcumin, MPL increased the intracellular deug delivery. This led
10 & boosted anti-inflammatory effect, evidenced by the downregulation
of pro-inflammatory  cytokines and  the up-regulation of anti-
inflammatory IL-10. This suggests that an adedquate nanoparticulated
formulation can actually help curcumin to be uged s an efficient anti-
inflammatory drog. NFL/Cur formulation described bere nesds to be
further investigated to elucidate the exact mechanisms of the NPL-.
dependent, anti-inflammatory effects of curcumin, and to establish its
efficiency @n vivo on IBD induced animal models.
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Figure 34 : lllustration générale des expérimentations

Dans cette seconde étude notre objectif était de vérifier si dans un contexte inflammatoire tel
gue les MICI, la formulation NPLCur qui pourrait étre en contact avec les cellules immunitaires
sous adjacentes de I'épithélium inflammée et endommagé, pouvait ou non participer a la
résolution de cet état inflammatoire. Nous avons reproduit les modéles sain et inflammée
publier précédemment et appliqué les traitements court ou long au modele THP-1, comme
indiqué dans la figure 34.

Et d’aprés nos résultats la réponse est oui, nous démontrant que cette formulation peut
pénétrer dans les macrophages et induire une diminution des cytokines pro-inflammatoire,

tout en stimulant une cytokine clé anti inflammatoire qu’est I'lL-10.
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Inflammatory bowel disease (IBD), include Crohn's disease and ulcerative colitis, is a chronic
disease resulting from self-sustained intestinal inflammation. Curcumin (Cur), a polyphenols
with naturally antioxidant and anti-inflammatory properties, has been investigated as a
therapeutic for IBD, but its poor stability and low bioavailability limits its efficacy. We
investigated the use of crosslinked-starch nanocarrier (NPL) on the intracellular delivery and
the anti-inflammatory efficiency of curcumin. Based on previous study that demonstrate the
ability of NPL/Cur to reduce inflammatory mediators in epithelial cells. We try to evaluate the
efficiency of the formulation on an immune cell line, macrophages. As macrophages are
primary antigen-presenting cells that secreted a large number of cytokines (TNF-a) to regulate
the migration and activation of other immune cells or non-immune cells. Studies demonstrated
their involvement in the inflammatory response of intestinal mucosa and above all the
sustaining of this inflammatory state. Macrophages cells were stimulate with TNFa for 24h and
the anti-inflammatory effects of NPL/Cur formulation were assessed at the early stages of
inflammation or later, when established. NPL allowed the intracellular delivery of curcumin,
which was even more increased in inflammatory cells, without inducing cytotoxic effects on
macrophages. As it has been highlight on epithelial cells, NPL/Cur decreased the secretion of pro-
inflammatory cytokines IL-1p, IL-6 and IL-8 while increasing the anti-inflammatory cytokine
IL-10. Finally NPL/Cur formulation seem to emphasize the anti-inflammatory effects of
curcumin on different cells types and could constitute a therapeutic alternative in the

management of IBD.

Keywords: Nanoparticles, Curcumin, IBD, Inflammation
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1. Introduction

IBD is composed of two chronic disorders, Ulcerative colitis and Crohn’s disease, (392) within
the gastrointestinal tract. Although the exact etiology of IBD is still unclear but it is well known
that they are multifactorial interactions between genetic susceptibility, host immune responses
and environmental factors (393). An imbalance of the gut immune response trigger a strong
immune response characterized by an uncontrolled inflammation that stay sustained represents
how IBD diseases may starts. The mucus layer and intestinal epithelium provide a crucial
interface between luminal bacteria, pathogens, food antigens, and the mucosal immune system
(394, 395). The homeostasis maintained in tissue is due to a correlation between intestinal
barrier function and macrophage (M¢) function. Intestinal macrophages release cytokines and
other soluble factors, such as PGE2, that preserve the intestinal homeostasis (396).

Macrophages are mononuclear phagocytes that play important roles in innate and adaptive
immune responses (397). They express surface receptors that can bind to pathogen-associated
molecular patterns (PAMPs) and damage-associated molecular patterns (DAMPs) (398, 399)
that give them the ability to detect pathogens and tissue destruction in order to adapt the immune
response. Macrophages can coordinate innate and adaptive immune responses, when it
recognize pathogens, macrophages release chemokines and cytokines to attract and activate
other immune cells to the site of infection leading to the amplification of inflammatory
responses, or the activation of antigen-specific adaptive immune responses against the
pathogens (400). M¢ use different receptors to interact with epithelial cells or immune cells,
Toll-like receptors (TLRs), NOD-like receptors (NLRs), mannose receptors, fibronectin
receptors, complement receptors and even Fc-gamma receptors are just a few examples of them

(401).
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The process of elimination of pathogens or phagocytosis is directly link to these receptors (402,

403).

Maintaining tolerance to the commensal microbiota and antigens while maintaining
effectiveness to potential pathogens infections is the crucial function of M¢ in the intestine
(404). If this balance is broken infections or inflammation can take over intestinal homeostasis.
Inflammatory bowel disease (IBD) is an example of the lack of balance in the gut, leading to
exacerbated inflammatory response (405, 406).

Intestinal M¢ are the first leukocyte line of defense against pathogens (407), but they can also
produce tumor necrosis factor (TNF), a pro-inflammatory cytokine that change the structure
and role of tight junctions inducing the disruption of the intestinal barrier function (405).
Microorganisms can pass through the intestinal barrier from the lumen to the tissues when
occurs an alteration of intestinal epithelial barrier integrity because there are increase of the
intestinal permeability (408-410).

Numerous anti-inflammatory drugs have been developed to reduce or control chronic
inflammation of IBD, corticosteroids, anti-TNFa. But they may have side effects with a
controversial benefit effect in long term remission (411). Therefore, there is an interesting
alternative plant based treatments (412).The diet of IBD patients reveal how important the
impact of food had on inflammation manage (413). The therapeutic effect of food is linked to
the presence of naturally compounds present in fruit vegetable and some spice that exhibit anti-
inflammatory effects, these compounds are for most of them polyphenols (414, 415).
Polyphenols like curcumin (Cur) can suppress inflammation and reduce oxidative stress in cells,

either by modulation of the signaling pathways involved, direct scavenging of oxidants or
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induction of antioxidant enzymes, thus helping avert chronic inflammation-related diseases
(416, 417). Curcumin is extracted from the rhizome of the turmeric plant, it has been studied

for its anti-oxidant effects first but demonstrated other health benefits on inflammation, cancer.

Cur is a bioactive compound reported to affect multiple inflammation associated biomarkers,
including transcription factors, enzymes, pro-inflammatory cytokines and chemokines, and free
radicals (415, 418, 419). In vitro and in vivo studies have highlight curcumin downregulation
of TNF-a, IL-6, IL-1B, nitric oxide (NO), prostaglandin E2 (PGE2), inhibitor of kB subunit
(IxkB) and IkB kinase (IKK) via suppressing the NF-kB signaling pathway (420-423).
Anti-inflammatory effects of curcumin has been shown to mediate the regulation of M2
polarization (424). Studies demonstrated that curcumin plays a key role in M2 polarization
(425), by inhibition of DNA methyltransferase3b (DNMT3b) that overexpression relate to
increased M1 polarization, on the other hand it increased phosphorylation of signal transducer
and activator of transcription (Stat 6) a transcription factor activated by IL-4 and 1L-10 (425).
However, curcumin low solubility in biological fluids and poor bioavailability state of its
limitations for a clinical use. Therefore its rapid metabolization do not empower a sufficient

and efficient levels that can induce a therapeutic anti-inflammatory effects (213, 426).

In this issue, relevant research has been performed on delivery systems that improve the oral
bioavailability of curcumin while preserving its properties for a better addressing in IBD
manage. That’s why nanoparticles (NPs) can be useful to furnish a better target to gut

inflammation. Nanoparticles provides advantages that has been demonstrate to overcome
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several biological barriers, limiting access of the drug to the targets (427, 428). Curcumin
associated with nanoparticles has been reported to improve the efficiency of its multifactorial
properties on different pathologies (429, 430). Design of NPs depend on four major domain:
their composition, size, surface charge and physico-chemical properties. In IBD they can amass
at inflammatory sites using to advantage the permeability alteration (431) to reach infiltrating

cells (432).

We previously demonstrated that starch nanoparticles (hereafter called NPL) were able to
actively enter cells by endocytosis (302), and thanks to their porous structure and lipophilic
core, they were capable to be loaded with and to deliver hydrophobic molecules (305). We
demonstrate that Cur-NPL enhances anti-inflammatory properties of curcumin compared to
free curcumin and dexamethasone corticosteroid (433). In addition, due to their size, NPL may
penetrate into the target tissue in inflammatory state, which could be beneficial in particular for
treatment of Crohn’s disease (433). Based on these findings, we hypothesized that NPL could

deliver curcumin inside macrophages cells in order to reduce intestinal inflammation.

Here, in the context of IBD, used the models of “early” and “late” treatments to evaluate the
NPL/Cur anti-inflammatory properties against both a starting and an established inflammation
on macrophages. We assessed the formulation composed of NPL loaded with curcumin
(NPL/Cur) on the ability of NPL/Cur to deliver curcumin in the cells, for both. The production

of the pro-inflammatory cytokines IL-1p3, IL-6, IL-8 and the anti-inflammatory cytokine IL-10.
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2. Materials and methods

2.1. NPL synthesis, labeling and curcumin association

2.1.1 Synthesis of NPL

According to the previously described method (300), porous and cationic starch nanoparticles
(NPL) were synthesized. At room temperature maltodextrin (Roquette, France) was dissolved
in 2 N sodium hydroxide with magnetic stirring then epichlorohydrin (4.72 mL) and glycidyl
trimethyl ammonium chloride (GTMA, 31.08 g) were added, leading to a cationic
polysaccharide hydrogel formation. Acetic acid was used to neutralize the gel and crushed by
high pressure homogenizer (LM20-30 microfluidizer, Microfluidics, France). NPs obtained
were purified from oligosaccharides, low-molecular weight reagents and salts, by tangential
flow ultra-filtration (Akta Flux6, GE Healthcare, France) using a 300 kDa cut off hollow fiber.
At last 70% (w:w) of DPPG (dipalmitoyl-phosphatidylglycerol, Lipoid, Germany) was
incorporated into NP at 80°C for 2h, and filtered through 0.2 pm filter to obtain NPL

nanoparticles.

2.1.2 Dynamic Light Scattering (DLS)
The hydrodynamic diameter (Z-average) of the nanoparticles was measured by dynamic light
scattering (Zetasizer nanoZS, Malvern UK) at 25°C, using 1 mg/ml NPL in an aqueous solution

of 23 mM NacCl.
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2.1.3 Zeta Potential
The zeta potential of the nanoparticles was measured by electrophoretic light scattering

(Zetasizer nanoZS, Malvern UK) at 25°C, using NPL at 1 mg/ml in ultrapure water.

2.1.4. NPL labeling
DiD (1, 1’’-dioctadecyl-3, 3, 3, 3”’-tetramethylindodicarbocyanine,  4-
chlorobenzenesulfonatesalt, 1mg/mL) was mixed to NPL with a 1 mg/ml ethanolic solution at

0.7% w/w overnight at room temperature. NPLpip was purified by exclusion chromatography
g

(PD-10 column Sephadex ™ G- 25, Sigma-Aldrich, France).

2.2. Synthesis of NPL/Cur

In a mass ratio of 1:1 a curcumin solution in ethanol at 1 mg/ml (Tokyo Chemical Industry
UK, Ltd®) was mixed with NPL under stirring during 2 hours at room temperature. The
resulting NPL/Cur were filtered through a 0.2 pum filter and characterized as described in
previous study (433). A 30kDa membrane (NanoSep, Pall, France) at 10,000 g for 5 minutes at
room temperature for separating free curcumin. The filtrate contained curcumin that was
quantified by fluorimetry using the ex: 485 nm/em: 538 nm wavelengths, over a curcumin
standard curve ranging from 0.1 mg to 1 mg. The encapsulation efficiency (EE) of Cur in NPL
was calculated as follows:

(meyr total - meyfiltrate / mey, total) x 100 = % EE of Cur loaded into NPL
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2.3. Cells culture and inflammatory conditions

THP-1 (ATCC #TIB-202) is a monocyte isolated from peripheral blood from an acute
monocytic leukemia patient. Cells were incubated with 40ng/ml of Phorbol 12-myristate 13-
acetate (PMA) (Sigma-Aldrich®, Merck) to trigger the differentiation of the monocytes cells
into macrophages. Cells were maintained in RPMI-1640 supplemented with 10% heat
inactivated, 100 U/mL Penicillin, 100 mg/mL streptomycin and 1% L-glutamine at 37 °C in a
humidified 5% CO2 atmosphere. Cells were seeded 3 days before the experiment at a density
of 1.0 10° cells per well or 5.0 10* for respectively, 6-well plates (9.5 cm?), and 12-well plates
(3.5 cm?), until confluence. Cells was undergo to two conditions, described previously (433) of
a starting inflammation state named early treatment and an established inflammation state
named late treatment. Cells were respectively treated with 10 ng/mL TNF-a for 24 h, along
with NPL/Cur, to limit the progression of the inflammation, or with 10 ng/mL TNF-a for 24 h
to induce inflammation, then the media was renewed, and NPL/Cur was added for 4 h.

The procedure is summarized on figure 1.
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Treatment of TNFa + NPL/Cur

Early I  Cytokine analysis

Inflammation 24h
Treatment of TNFa NPL/Cur
Late . .
EE——) >  Cytokine analysis
Inflammation 24h 4h

Figure 1. Inflamed (TNFa-induced) protocols developed as models for early and late

inflammation.

2.3.1 Analysis of mitochondrial toxicity

Macrophages were seeded at a density of 3 x 10* cells in a 96-well plate for 72 h. Then treated
for 4 h and 24 h with 8 pug/ml of NPLpip, NPL/Cur or Free Cur, in both early and late inflamed
conditions following the Figure 1. The mitochondrial activity was assessed by the MTT method
using the CellTiter 96 non-radioactive cell proliferation assay kit (Promega, France), an MTT-
induced tetrazolium-to-formazan conversion, according to the manufacturer’s instructions.
After treatment, cells were washed with PBS and 15% (v/v) of the dye solution was added for
3 hours at 37° C, then stopped. After 1 hour, absorbance was read at 590 nm on a Multiskan
GO spectrophotometer (Thermo Scientific, France). The negative control was untreated cells,

while 4% (v/v) paraformaldehyde (20 min at 37° C) was used as a positive control.
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2.3.2 Study of cellular toxicity

To measure the influence of NPs on cell viability, cells were seeded in 24-well plates at a
density of 5x10* cells per well until confluence. They were then treated for 4 h and 24 h with 8
png/ml of NPLpip, NPL/Cur and Free Cur, in both conditions following the Figure 1. Cells were
harvested with trypsin, collected by centrifugation and diluted in PBS without calcium and
magnesium. The DNA-intercalating dye, propidium iodide was used to discern cells with
damaged membranes at 1 mg/ml, (Invitrogen™, ThermoFischer Scientific, France). Cells were

analyzed by flow cytometry on a Cyan ADP Analyzer (Beckman Coulter).

2.4 Characterization of NPL-Cur uptake by macrophages

The uptake of nanoparticles was performed by flow cytometry, in order to determine the
influence of nanoparticles on curcumin endocytosis. Cells were washed twice with PBS and
treated with 8 pg/ml of NPLDiD, Cur or NPLDiD/Cur either for 4h or for 24h, in both early
and late inflamed conditions following the Figure 1. Cells were then washed with PBS,
harvested using trypsin and suspended in PBS. Flow cytometry analysis were performed on 5

000 cells, in triplicate on a Cyan ADP Analyzer (Beckman Coulter).
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2.4.1 Effects of endocytosis inhibitors on NPL/Cur pathway

The analysis of uptake pathway of NPL/Cur on macrophages was assessed with a pre-
incubation of cells for 15 min at 37 °C with different endocytosis inhibitors: nystatin (20 pg/ml),
filipin (10 pg/ml), chlorpromazine (CPZ 10 pg/ml), phenylarsine oxide (PAO 1 pg/ml), and
amiloride (0.023 mg/ml), cytochalasine D (0.020 mg/ml). Afterwards NPLpip/Cur (8pg/ml)
were added for 30 min then cells were collected by trypsin and fluorescence of nanoparticles
was measured by flow cytometry (CYAN ADP Analyzer, Beckman Coulter), in triplicate on 5

000 cells.

2.4.2 Influence of NPL/Cur on cytokine excretion

Cells were incubated with 8 pug/ml of NPL, Cur or NPL/Cur, for 4h and 24h at 37 °C for the
both healthy and inflamed conditions follow protocols in Figure 1. IL-1, IL-8 and IL-10
secretions were measured by ELISA in each supernatant after 4h or 24h of treatments. The anti-
inflammatory dexamethasone was used at 0.1 mM as a positive control. The detection ranges

of the ELISA kits (Invitrogen®, France) were between 2 and 300 pg/ml.

2.5 Statistical Analysis
The results are represented as the mean + standard deviation of at least 3 independent
experiments and the analysis of variance was done using suitable ANOVA tests for each

experiment.
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3. Results

3.1 Characterisation of curcumin associated to nanoparticle (NPL/Cur)

NPL were made from crosslinked maltodextrin structure with a core of phospholipids (DPPG).

NPL had an average hydrodynamic diameter of 62 nm and their poly-dispersity index was up
to 0.221, while their surface charge was +38 mV. The addition of curcumin to a final
concentration of 8ug/mL as describe in previous study (433) do not significantly modified
either the size meaning that the nanoparticles did not aggregated, nor that the curcumin
accumulate on the surface of these nanoparticles. The PDI values demonstrated that after
association the formulation kept a homogeneous size and remained monodisperse. The non-
modification of the surface charge confirmed that the curcumin was associated to the lipoid
core of NPL. The efficiency of the curcumin encapsulation in the NPL that was quantified by a
fluorimeter at 485/538 nm, and was up to 80% (Table 1). Therefore, we showed that the

curcumin was correctly associated to NPL and NPL/Cur was useable for delivery studies.

Hydrodynamic diameter (nm) PDI Zeta-potential (mV) EE (%)
NPL 62+10 0.221 +38+3 -
NPLCur 65+13 0.200 +36+7 80

Table 1. Characterization and encapsulation efficiency of NPL and curcumin loaded into NPL.

The hydrodynamic diameter (Z-average size, nm) and the polydispersity index (PDI) of
nanoparticles were determined by dynamic light scattering while the zeta potential (mV) was
by electrophoretic mobility. The encapsulation efficiency (EE) of curcumin into NPL was
determined by separative filtration and expressed as a percentage of association over free

curcumin. Analyses were measured in triplicate, and values represent the mean + SD.
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3.2 Influence of NPL/Cur on mitochondrial activity

In order to analyses if NPL and NPL/Cur formulation were safe and acceptable for the
following delivery studies of curcumin, we assessed at 4h and 24h and in both condition early
and late inflammation treatments, if there are any modification of mitochondrial activity, since
mitochondrial activity was related to cell viability. We show in figurel that NPL did not
affected the metabolic activity in a time dependent manner when they were added during 4, and
24 hours. The viability of cells treated with the free cationic NPL or curcumin associated to
NPL did not decrease at 4h or 24h for the early treatments but it is slightly decrease at 24 hours
for the late treatments in macrophages. As the increase of the cytotoxicity was not significantly

relatable to the carrier. These results demonstrate the harmlessness of these nanoparticles on

macrophages
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Figure 1. Evaluation of the mitochondrial activity. Cells were treated with NPL, NPLDiD/Cur
and Cur, (8 pg/ml) under two conditions: untreated, non-inflamed or TNFa-induced inflamed
for 4 hours (A), or 24-hour (B). Then washed and immediately analyzed by cytometry. The
mitochondrial activity referred to viability of cells and was determined by the MTT assays.

Positive controls correspond to cells treated with 4% (v/v) paraformaldehyde to induce the
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minimal MTT value and 100% was set over the negative control. Data represent the mean = SD

(n = 3) of the percentage of viability.
3.3 Study of cytotoxicity effects of NPL / Cur on macrophages

To ensure that the effect of our formulations is not due to compromised membrane integrity.
Propidium iodide, a probe, fluoresces when interacting with DNA, but can only access DNA if
the cell membrane and nuclear membrane are compromised, as it does not penetrate intact
membranes. Regardless the two physiological conditions, at 4h (Figure 2A) we did not observe
any cytotoxicity, except for the treatment with TNFa. However, after 24 h of incubation, cells
achieved 50% membrane disruption (Figure 2B), but this was not significantly different from
untreated cells. These results suggest that at our concentration, NPL or NPL/Cur does not

induce any specific cytotoxicity even after 24 hours of exposure.
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Figure 2. Effect of NPL, NPL/Cur treatments on the membrane integrity of macrophages cells
to propidium iodide exposure. Each formulation was used at (8 pg/ml) for 4h (A) or 24 hours
(B), under two conditions: untreated, non-inflamed or TNFa-induced inflamed. Positive
controls correspond to cells treated with 1mg/ml (v/v) DMSO to induce the maximal

cytotoxicity. Untreated cells was set up as negative controls. Data was evaluated by flow
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cytometry and represent the mean = SD (n = 3) and the significance of the statistical test is

indicated as ** p<0.01

3.4 NPL/Cur uptake by macrophages

We reproduce inflammatory conditions in vitro previously described (433), cells were
stimulated with 10 ng/ml of TNFa for 24h at 37°C, then NPL, Cur or NPL/Cur were added
following Figure 1: either in presence of TNFa, to reduce the progression of the inflammatory
state early treatment, or for 4h after the TNFa-induced inflammation, to repress an established
inflammation late treatment.

In cells with an early treatment, a 1.6-fold increase of NPL uptake was observed compared to
the healthy conditions (Figure 3A). There was an observable difference yet in cells with a late
treatment, with a 1.14-fold increase of NPL uptake between healthy and inflamed conditions
(Figure 3B). The association of curcumin into NPL change its uptake, the only increase
observable was in early inflammation in healthy condition with a 1.02 fold of NPL/Cur
compared to NPL. We notice a decrease of NPL when it’s associated to Cur, by 1.0 fold for
inflamed condition in early inflammation, and a 2.1 fold decreased for both condition in early
inflammation.

Afterwards, the efficiency of curcumin delivery was examined. In the early treatment, a
significant increase of the NPL/Cur compared to Cur delivery was observable between healthy
and inflamed conditions (x6 Figure 3C). However in late-treated cells, a decreased of NPL/Cur
compared to cur by respectively 1.5 fold and 1.9 was observed between inflamed and healthy
condition (Figure 3D). Moreover, the free curcumin seems to increase in late inflammation

delivery by 3.0 compared to early inflammation (Figure 3C). Unlike previous results there we
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NPL uptake (u.a)

Curcumin uptake (u.a)

do not observed an uptake time depend. We notice that contrary to epithelial cells, macrophages

have a higher rate uptake in a short time laps, meaning that longer the incubation time, the lower

the delivery become. These results suggest that in an inflammatory context such as IBD, NPL

was able to deliver a highly amount of curcumin into macrophages cells underneath 4 hours

and delivery still sustains even after 24hours, in a constant manner in both condition healthy

and inflamed (Figure3D).
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Figure 3. Endocytosis of NPL and curcumin. The intracellular amount of NPL in non-inflamed

(“healthy”, light grey) or inflamed (dark gray) cells was analyzed by flow cytometry in the early

(A) versus late (B) treatment conditions, using NPL or NPL/Cur. In a similar manner, the

intracellular amount of curcumin, free- or NPL-associated, in the early (C) versus late (D)
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treatment conditions was measured. The analyses were performed in triplicate and values
represent the mean + SD of the mean fluorescence intensities based on a minimum of 5,000

gated events. The significance of the statistical test is indicated as follow: * p<0.05, ** p<0.01.

3.5 Endocytosis mechanism of NPL/Cur

Inhibitors Final Concentration Endocytosis pathway
Nystatin 20 pg/mL Caveolae

Filipin 10 pg/mL Caveolae
Chlorpromazine (CPZ) 10 pg/mL Clathrin
Phenylarsine oxide (PAO) 1 pg/mL Clathrin

Amiloride 23 pg/mL Macropinocytosis
Cytochalasine D 10 pg/mL Phagocytosis

Table.2 Endocytosis Inhibitors. The final concentration and the endocytosis pathways inhibited.

Despite the inflammatory condition did not modify uptake of NPL/Cur (Figure 3), the
incubation time had in opposite to conditions, affected the uptake. Macrophages endocytosis
mechanisms involved may manage specific time depending pathways for processing NPL/Cur.
Macrophages were exposed to inhibitors of specific endocytosis pathways (Table 2), then
NPL/Cur uptake was analyzed. The use of Nystatin in non-inflamed condition on cells induce
a significant inhibition of NPL/Cur, but chlorpromazine and cytochalasine D affected in a
stronger manner the inhibition of NPL/Cur. Assuming that the two main pathways was clathrin-
mediated endocytosis and phagocytosis pathways (Figure 4A), even if we can observe that there
are an implication of the caveolae and lipid raft internalizations. In spite of that, NPL/Cur uptake

was not affected by any of these inhibitors when inflammatory state occurs (Figure 4B).
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Suggesting, that NPL/Cur uptake followed independent pathways of the clathrin/caveola and

phagocytosis, under TNFa-induced inflammation.
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Figure 4. Mechanisms of endocytosis of NPL/Cur in macrophages cells. Untreated, non-
inflamed (A), or 24-hour TNFa-induced inflamed (B) cells were treated with endocytosis
pathway inhibitors for 15 min then NPLDiD/Cur were added to cells for 30 min at 37 °C. Cells
were then washed and immediately analyzed by flow cytometry. Data represent the mean
fluorescence intensity +/- SD (n = 3) and cells not treated with inhibitors were set to 100%

uptake. The significance of the statistical test 1s indicated as follow: * p<0.05, *** p <0.001.
3.6 Anti-inflammatory effect of NPL/Cur

NPL/Cur efficiency was evaluated on inflammatory state by the quantification of pro-
inflammatory (IL-1B, IL-8 and IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) cytokines secretions.
According to the Figure 1, macrophages cells were stimulated with TNFa. As a repressor of
inflammatory state a glucocorticoid was used, dexamethasone (Dex) and as expected it reduce
completely the secretion of pro-inflammatory cytokines IL-1B, IL-6 IL-8, in early and late
treatments. In healthy, non-inflamed cells none of these formulations cause the secretion of
inhibition of pro-inflammatory (IL-1p, IL-8 and IL-6) and anti-inflammatory (IL-10) for both
time incubation tested 4 hours and 24 hours (Supporting Figure S1/ S2). The secretion of IL-
1B (Figure 5A), IL-8 (Figure 5B) and IL-6 (Figure 5C) significantly decreased with NPL/Cur
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while free curcumin or NPL did not induce a significant decrease of pro inflammatory

cytokines, in early treatment. In addition anti-inflammatory cytokine IL-10 (Figure 5D) was

only induce by NPL/Cur formulation.

A
400 7
—kkkE
~ 300- § s
E
= e
£ 2004
Y
-
-
= 1004
0- T
A + \ ™
© N o & \
N
&
TNF o
C
300 7
—kkk

E 200 _|_
(=]
e
©
- 100+

N\ + < \/
® o & K
N
&
TNFa

IL-8 (pg/ml)

IL-10 (pg/ml)

B
400 A
.

300+
200+
100 A

0- T T

N + < N N

o® SR BN
~
\
Q
TNF «
D
30019
—kx

2004

_—  xx
1004
0-

T T

N + \ N \J

o® Q° e N \c;b

QY
Q
TNF o

Figure 5. Cytokine production in early treatment of inflamed in macrophages cells. Cells were

concomitantly stimulated with 10 ng/mL of TNFa and treated with either NPL, Curcumin (Cur)
or NPL/Cur during 24h. The concentration of IL-18 (A), IL-8 (B), IL-6 (C) and IL-10 (D)

cytokines in the supernatant was measured by ELISA. Values are expressed in pg/ml and

represent the mean + SD of triplicate analyses. The significance of the ANOVA statistical test
is indicated as follow: *** p <0.001; **** p <0.0001.
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Figure 6. Cytokine production in a late treatment condition in macrophages cells. Cells were
pre- treated with 10 ng/mL of TNFa during 24h to induce the production of inflammatory
cytokines, then cells were treated for 4h with either NPL, Curcumin (Cur) or NPL/Cur. The
concentration of IL-1B (A), IL-8 (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) cytokines in the supernatant was
measured by ELISA. Values are expressed in pg/ml and represent the mean + SD of triplicate
analyses. The significance of the ANOVA statistical test is indicated as follow: ** p <0.01; ***
p <0.001;**** p <0.0001.
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After 24h of TNFa stimulation, late treatment was establish, then cells were exposed to NPL,
curcumin or NPL/Cur for 4h. As mention earlier IL-1f (Figure 6A), IL-8 (Figure 6B) and IL-6
(Figure 6C) secretions only decreased when it’s exposed to NPL/Cur. The anti-inflammatory
IL-10, was also induce by only NPL/Cur. We notice that NPL/Cur was as efficient as the Dex
control in inhibiting the secretion of pro-inflammatory cytokines while inducing the secretion

of anti-inflammatory cytokine IL-10 (Figure 6D).
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4. Discussion

Curcumin has been shown to exhibit strong therapeutic potential relatable to its anti-
inflammatory (434-437), antioxidant (438-440), immunomodulatory (441-443), anti-cancer
(444-448), activities, Curcumin has a long history of use as a traditional treatment for
inflammatory diseases in the certain countries (449) and its efficacy on animal models of
inflammation has been investigated and demonstrated (450, 451). However, even if it’s a
multifactorial molecule, curcumin poor solubility, bioavailability and its high rate of
metabolization limit its use to a dietary supplement. Nanoparticles as delivery system could
overcome these limitations (452). In the context of IBD promising results were already obtained
with corticosteroids, immunosuppressant or piperine loaded in various NPs (339, 453). In this
study, we investigated the ability of the NPL nanocarrier (302), to deliver curcumin directly
into macrophage cells as we demonstrated previously that NPL/Cur could deliver curcumin into
epithelial cells undergo an inflammatory state with a strong and efficient anti-inflammatory
effects.

However, little is known about the effect of curcumin on the production of macrophage derived
cytokines which play an important role on the production and the development of inflammation

(454-457).

Studies have shown evidence that curcumin may affect macrophage activity and induce an M2
phenotype polarization. Curcumin has displayed strong inhibitory activity against inflammation
in which macrophages play a major role (458, 459). Another study showed that curcumin

inhibited the production of IL-8, MIP-1a, MCP-1, IL-1b and TNF-a by PMA- or LPS-

stimulated peripheral blood monocytes and alveolar macrophages (460).



Until last decades macrophages polarization was essentially restricted to the classical
dichotomy classification (461) with M1 polarized macrophages that express large quantities of
pro inflammatory cytokines (TNF-a, IL-1B, IL-6) and promote immune responses by up-
regulation of MHC-II, in conjunction with costimulatory molecules, and M2 polarized
macrophages, in contrast, there for support inflammation resolution thanks to a gene expression
switch toward anti-inflammatory cytokines (TGF-f, IL-10) and the induction of endocytic
receptors, including scavenger and C-type lectin receptors. However, researches show that the
performance of macrophages under certain special conditions is not representative, the cell
surface markers may be contradictory, and their phenotype may change over time during the
disease. Notwithstanding in literature many different populations are described, but three of
them are more characterized (55). First, macrophages that described as Classically Activated
Macrophages (CAMos) that are associated with host defense, high microbicide activity and
pro-inflammatory cytokine production (462), they can be activated in vitro through two signals,
interferon-y (IFN-y) and lipopolysaccharide (LPS) or other TLR ligand. Then, the Regulatory
Macrophages (RMg), can be activated in response to two signals, either by a stimulation via
TLR ligands like LPS, or by a high-density immune complexes, adenosine, and prostaglandin
(463). Finally the Alternatively Activated Macrophages (AA-Mg) promoting debris
scavenging, tissue repair and wound healing, besides promoting fibrosis (464, 465). Their

activation result from an exposure to the Th2 cytokines such as: (IL-4 or IL-13).

Several IBD patients are still unresponsive to the current therapeutic (466), creating a pending
need for alternative treatments options, as studies support by evidence the pro resolving
phenotype in macrophages, it might be a other therapeutic approach to control intestinal

inflammation and improve the restoring tissue function. Studies corroborated in IBD therapies
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mesalazine or infliximab (467, 468) effect on macrophage functions, by inhibiting
inflammatory signaling pathways and/or inducing polarization of alternatively activated
macrophages. Oriented differentiation of immature inflammatory macrophages towards a
mature homeostatic macrophage phenotype might be an efficient approach to restore a gut
homeostasis balance.

In an inflammatory context of IBD inflammation, the epithelial barrier is damaged which
induces disruption, or even the rupture, of the tight junctions (TJ), If the damage that occurs
can disrupt the membrane permeability to allow the passage nanoparticles across the epithelial
barrier, as we previously demonstrated with the use of chitosan (433, 469). Suggesting that
NPL/Cur could also reach the sub epithelial tissue and deliver curcumin to epithelial- associated
immune cells, like macrophages. Based on our finding we aimed to evaluate if curcumin
associated to cationic nanoparticles that behave as zwitterionic nanocarriers (306) could induce
a reduction of inflammatory state of macrophages cells. Hence, previously data published
exhibit that NPL can also protect a hydrophobic drug from oxidation, as we have already shown

for the anti-parasitic diminazene (305, 470).

As expected and already described for curcumin, diminazene and proteins (303, 305, 433),
curcumin incorporation into NPL lipid core did not modify the size or the surface charge of

NPL (Table 1), suggesting that these association led the curcumin into the core of the NPs.

To ensure a homeostasis balance restoration, we need to provide a strong drug delivery with a
high efficiency effect on the inflammation state that noteworthy, in IBD start progressively but

remain self-sustained (471). Here, we stimulated macrophages cells with TNFa to induce an
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inflammatory state, validated by measuring the secretion of pro- inflammatory cytokines IL-
1B, IL-6 and IL-8 (Figures 5 and 6). Treatments with anti- inflammatory compounds can either
counteract or resolve the inflammation. In this regard, two protocols were examined, using
NPL/Cur either in the early (during the TNFa-induced inflammation), or in the late (after the
TNFa stimulation) steps of inflammation. In inflamed cells, we observed an increase of the
NPL endocytosis leading to a better delivery of curcumin, compared with non-inflamed cells
(Figure 4). Under non-inflamed conditions clathrin, caveolae and phagocytosis pathways was
involved for NPL (Figure 4), while it was clathrin-, caveolae- and micropinocytosis-
independent in inflamed conditions (Figure 4), indicating a modification of the endocytosis
mechanisms.

Chronic inflammation is sustained in IBD when uncontrolled pro inflammatory cytokine like
IL-1 B secretion occurs (472, 473). Leading to an increase of intestinal permeability, promoting
activation of dendritic cells and macrophages (474, 475) then creating an imbalance between

immune reponses Th1/Th2.

Several studies reported that curcumin increases the mRNA expression and secretion of 1L-4
and IL-13, which are classical and powerful M2 inducing cytokines (55, 464, 476, 477). In
addition, a study highlight that IL-4 and/or IL-13 neutralizing antibodies almost completely
abolished M2 polarization of Raw264.7, which indicates that curcumin induces M2 polarization
mainly by production IL-4 and/or IL-13 (425). Another study reported that curcumin is a
potential inhibitor of DNA methyltransferase (DNMT) (478, 479), knowing that DNA
methyltransferase3b (DNMT3b) regulates macrophage polarization. Knockdown of DNMT3b

promoted macrophage polarization to M2 phenotype, whereas overexpressing DNMT3b

141



promoted an increase in M1 macrophages (480). These results indicate that inhibition of DNA

methylation is a possible way by which curcumin induces M2 polarization of macrophages.

Based on our previous published data on NPL/Cur anti-inflammatory effect, and the ability of
NPL/Cur to reach a sub epithelial mucosa. We evaluated these effects on an anti-inflammatory
in vitro model, reproducing an IBD micro environment is not possible, we based our model by
mimicking only specific features of inflammation that can be reproduced. NPL/Cur
demonstrated an efficient inhibition of the pro- inflammatory cytokines (IL-1f, IL-6, IL-8)
while improving the secretion of anti-inflammatory cytokine (IL-10) (Figure 5 and 6), in
opposite to free curcumin effect. Even if the TNFa-induced inflammation failed on increase IL-
10 secretion. Curcumin association to NPL proved these NPs are harmless, safe and do not
induce any cytotoxicity, and in mean time can increases its solubility in biological fluids (481),
and on the delivery of curcumin in cells (298, 433), (Figure 3), these improvement lead to rising

up of the anti- inflammatory effects of curcumin.

5. Conclusion

In the present study, a bio sourced nanoparticles synthesized was successfully conjugated to
curcumin with a desirable size and an expected surface charge, providing a harmless and
nontoxic nanocarrier for drug delivery into macrophages cells. Importantly, these NPL were
efficiently taken up by macrophages, as they enhanced a strong amounts of curcumin uptake in
short incubation time. In addition, NPL/Cur decreased pro inflammatory cytokines (IL-18, IL-

6, IL-8), while increasing the anti-inflammatory cytokine IL-10 in vitro. The generated
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NPL/Cur had demonstrated a sufficient effects on inflammatory state as efficiently
dexamethasone (glucocorticoid). NPL/Cur combination could be an interesting alternative of
IBD therapy manage.
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Figure S1. Cytokine productions under non-inflamed condition on macrophages. Cells were
treated for 4h with either NPL, Curcumin (Cur) or NPL/Cur. The concentration of IL-1f (A),
IL-8 (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) cytokines in the supernatant was measured by ELISA. Values

are expressed in pg/ml and represent the mean = SD of triplicates. The significance of the

ANOVA statistical test is indicated as follow: **** p <0.0001 over all other conditions.
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Figure S2. Cytokine productions under non-inflamed condition on macrophages. Cells were
treated during 24h with either NPL, Curcumin (Cur) or NPL/Cur. The concentration of IL-1f3
(A), IL-8 (B), IL-6 (C) and IL-10 (D) cytokines in the supernatant was measured by ELISA.

Values are expressed in pg/ml and represent the mean + SD of triplicates. The significance of

the ANOVA statistical test is indicated as follow: **** p <0.0001 over all other conditions.
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PARTIE 3. Discussion générale

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

1. U'importance de 'amélioration des traitements contre les MICI

Au cours des derniéres décennies, I'épidémiologie des MICI a considérablement changé. Le début du
XXle siecle a été témoin d'une augmentation rapide de l'incidence dans les pays nouvellement
industrialisés (482). Bien que la mortalité se stabilise dans les pays occidentaux, le fardeau reste élevé

puisque la prévalence et I'incidence de ces pathologies continuent d’augmenter (482).

Historiquement, les traitements standards pour les MICI ont été les aminosalicylates, avec des cures
courtes de stéroides pour les poussées séveres, et si la rémission n'était pas maintenue le choix
thérapeutique s’orientait vers les immunomodulateurs et des inhibiteurs du facteur de nécrose
tumorale alpha (anti-TNFa). Dans le cas de la maladie de Crohn par exemple, des études ont démontré
une efficacité supérieure du budésonide chez les patients atteints d'une maladie iléale distale,
iléocaecale ou du cblon droit, ou encore le choix de la prednisolone chez les patients atteints d'une
maladie plus grave ou étendue comparé aux aminosalicylates. Ces derniéres années, on a pu voir une
expansion des options thérapeutiques pour les MICI. Malgré les progres dans ce domaine, environ 30
% des patientssont principalement insensibles aux anti-TNFa et méme parmi les répondeurs, jusqu'a
10 % perdront leur réponse au médicament chaque année (483). Les MICI entraine fréquemment des
|ésions segmentaires progressives du tractus gastro-intestinal (484), et des études ont démontré que
ces lésions intestinales structurelles et fonctionnelles forment un processus dynamique, avec
seulement 10 % des patients qui présentent une rémission prolongée (485-487). A savoir que méme

les patients asymptomatiques présentent souvent des signes d'inflammation active a I'endoscopie, et
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des lésions intestinales structurelles (sténoses et/ou fistules) identifiées par imagerie ont été observées

chez plusde 50 % des patients, 10 ans apres leur diagnostic (487).

Traditionnellement, les effets thérapeutiques sont principalement évalués par un score qui tient
compte uniqguement des symptédmes cliniques. De nos jours, |'activité de la maladie peut également
étre évaluée par des indicateurs plus objectifs tels que les résultats des biomarqueurs (488). Les
objectifs ne sont plus seulement d'induire et de maintenir la rémission des symptémes, de prévenir et
de traiter les complications, mais également d'obtenir une cicatrisation mucosale. La cicatrisation de
la muqueuse fait référence a I'élimination de I'inflammation mucosale locale et a la restauration de la
structure de la muqueuse intestinale (489). Plusieurs études montrent que la cicatrisation mucosale
peut étre associée a des taux réduits de récidive clinique, d'hospitalisation, de chirurgie et d'invalidité,

et a un bon pronostic a long terme (175, 490, 491).

Par conséquent, il faut retenir que méme a I'ére moderne du traitement, la majorité des patients
subissent toujours une intervention chirurgicale en raison d'un controle inadéquat de l'inflammation.
La prise en charge traditionnelle des MICI, qui comprennent une intensification progressive des
traitements étape par étape avec des réévaluations de réponses basées uniquement sur les
symptomes cliniques, exposent donc les patients a d'importants effets secondaires infectieux et
néoplasiques. Bien que complexe, deux problémes ont été identifiés dans cette approche. Le premier
est le retard a l'initiation d’un traitement hautement efficace chez les patients présentant un haut
risque de progression de la maladie, et le second est le manque de corrélation entre les symptomes et

I"activité réelle de la maladie définie par la variation des marqueurs biologiques des muqueuses.

Il est clair que le besoin de développer et mettre en ceuvre des médicaments ou des associations de
médicaments hautement efficaces avec des profils d’effets secondaires plus favorables que les
traitements actuels, est un besoin important et non satisfait pour les MICI. De plus le concept de «
rémission profonde » s'est imposé dans la littérature comme la cible thérapeutique optimale pour
améliorer la qualité de vie et prévenir la progression de la maladie. Ce concept réunit la rémission
clinique, la rémission biochimique et la guérison des muqueuses et pose les bases a partir desquelles

nous devrons évaluer les futures thérapies.
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2. Présenter 'intérét d’utiliser des molécules naturelles non toxiques pour
traiter lI'inflammation et préciser l'importance du ciblage de ces

principes actifs pour avoir accés aux cellules enflammées

Il existe un besoin clinique d'identifier de nouveaux composés slrs pour prévenir ou traiter les
MICI (492), ce besoin est renforcé par le fait qu'environ un tiers des patients atteints de MICI
doivent subir une intervention chirurgicale aprés une utilisation a long terme des traitements
traditionnels (493). La phytothérapie, y compris les produits naturels tels que la baicaléine, la
berbérine, l'indigo naturalis, I'andrographolide, la curcumine et la bromélaine, présentent une
efficacité dans le traitement des MICI, et attirent de plus en plus de patients vers cette alternative
thérapeutique naturelle (498).

Garcia-Lafuente et al. (494) suggérent que les composés phénoliques, en tant que traitement
naturel alternatif, offrent un grand espoir pour I'amélioration des symptomes des MICI, mais la
plupart des études sur les effets anti-inflammatoires des composés phénoliques se sont
concentrées sur les cellules immunitaires et non intestinales (495). Les données présentes dans la
littérature s’accordent sur le fait que ces composés naturels ont une activité anti inflammatoire,
via la modulation des niveaux d'expression de diverses cytokines, notamment I'lL-1, I'IL-6, I'IL-10,
I'amplificateur de la chaine légére du facteur nucléaire k des cellules B activées (NF -kB), le TNF-a,

I'oxyde nitrique inductible (NO) synthase (iNOS) et la cyclooxygénase (COX)-2 (496).

Les plantes médicinales sont populaires en raison de leur innocuité pergue (c.-a-d. I'absence
d'effets secondaires) et de leur efficacité (497).

Les polyphénols, I'un des composés antioxydants les plus courants dans les fruits et [égumes, ont
démontré des effets bénéfiques dans la prise en charge des MICI. L'épigallocatéchine gallate dans
le thé, la curcumine dans le curcuma, la naringénine des agrumes, I'acide ellagique, le resvératrol
et les dérivés de la quercétine sont des composés polyphénoliques abondants dans I'alimentation
humaine (498). Parmi les plantes médicinales on retrouve également les plantes suivantes :
Plantago ovata, Andrographis paniculata, Aloe vera, Artemisia absinthium, Boswellia serrata,
Cannabis sativa et Tripterygium wilfordii. Ces plantes ont démontré leur efficacité et leur potentiel
a été rapporté dans une revue de Triantafyllidi et ses collegues en 2015 sur les thérapies a base de
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plantes pour le traitement des MICI. Elle a rapporté que sur 11 thérapies a base de plantes
impliquant 1874 patients atteints de MICI, 7 d'entre elles ont eu des effets bénéfiques, tandis que
4 ont entrainé une rémission clinique (497). 9 patients sur 30 atteints de RCH active ont présenté
une rémission clinique 4 semaines apres la prise orale de gel d'A.Vera, contre un patient sur 14
dans le groupe placebo (499). Les graines de P.Ovata, comparées a la mésalazine, ont montré un
effet équivalent sur le maintien de la rémission dans la RCH apres 12 mois (500).

Dans un autre essai, il a été démontré que des patients ayant regu un traitement avec 2 g/jour de
curcumine en plus de la sulfasalzine ou de la mésalazine pour le traitement des MICI, présentent
au cours des six mois de traitement un taux de rechute significativement inférieur a celui du groupe
placebo (501, 502). Enfin, une méta-analyse réalisée par Rahimi et al. sur 7 essais cliniques
controlés (vs placebo) avec un total de 474 patients, suggére que les remedes a base de plantes
peuvent avoir des effets bénéfiques sur l'induction de la rémission chez les patients souffrant de
MICI (503). Avec toutes ces données mettant en avant les effets naturelles et anti-inflammatoires
de toutes ces plantes, que manque-t-il pour en faire un vrai médicament a la disposition de tout
patient ?

Et bien malgré une liste non exhaustive de tous les effets bénéfiques des plantes, le probleme
réside dans leur métabolisation. Ces molécules actives, sont photosensibles, sensibles au pH,
instables et peu solubles voire insolubles, méme avec des quantités d’extrait brut élevée, ces
molécules seules ne peuvent pas induire une réduction suffisante de I'état inflammatoire du
patient. Pour améliorer I'activité de ces principes actifs, il faut améliorer leur délivrance. Pour cela
nous devons cibler les tissus enflammés, les cellules enflammées, et surtout les bons
compartiments cellulaires, car le devenir intracellulaire de ces molécules anti-inflammatoires est
déterminant pour préserver leurs propriétés anti inflammatoires.

A partir de I3, les systémes de délivrance des médicaments se sont diversifiés et adaptés aux cibles
des principes actifs. En général, les modes d'administration dans le traitement des MICI sont les

voies parentérale, perorale et rectale.
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L'importance des systemes d'administration et du ciblage des médicaments

La premiére barriére a franchir est celle de I'estomac. Pour éviter la dégradation enzymatique des
médicaments imposée par I'environnement acide de I'estomac, il existe un moyen simple et peu
colteux de modifier les caractéristiques d'administration de médicaments, comme des formes
posologiques enrobant des capsules et des comprimés avec des polymeéres biocompatibles.
L'enrobage entérique préserve les agents actifs incorporés contre I'environnement intestinal,
comme le suc gastrique, les acides biliaires ainsi que la dégradation microbienne, créant un profil
de libération prolongée et retardée du médicament dans les zones intestinales souhaitées et
améliore ainsi I'efficacité thérapeutique. Les polyméres les plus courants pour |'enrobage des
comprimés et des gélules sont les dérivés des acides acryliques et les copolymeres du méthacrylate
de méthyle (Eudragit®) ainsi que les dérivés de la cellulose avec des valeurs seuil de pH comprises
entre 4,5 et 7,0 (504). En général, les formes posologiques a noyau solide, telles que les comprimés,
les pastilles, les granulés, les nanoparticules et les microparticules conviennent a un enrobage a
texture uniforme (monocouche) ou a texture stratifiée (multicouche). Ces formes posologiques
enrobées peuvent étre remplies dans des capsules ou compressées sous forme de comprimés, qui
peuvent en outre étre enrobés avec le méme polymeére ou d'autres polymeéres sensibles au pH.
Ces formes posologiques multiparticulaires ont une efficacité accrue pour une libération de
médicament spécifique dans les zones intestinales enflammées. La littérature a également décrit
la capacité des nanoparticules a pénétrer les tissus pour atteindre les cellules, en ayant parfois un
ciblage permettant de renforcer la délivrance des nanoparticules et donc des molécules qui lui
sont associées. Les nanoparticules se classent en 4 générations, le classement se base sur leurs

caractéristiques physico-chimiques (forme, charge, taille ect.) Figure 35.
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- Premiére génération

La premiere génération de nanoparticules est une génération créée dans le but d’encapsuler des
agents actifs et d’améliorer leur biodisponibilité, cependant sans modification en leur surface, ces
nanoparticules peuvent étre tres vite éliminées par I'organisme. Les protéines présentent dans le
sang s’agregent autour de ces nanoparticules, formant des coronas suffisamment importants pour

étre rapidement pris en charge par les macrophages et éliminés
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Figure 35 : Représentation schématique des générations de nanoparticules
appliquées auxliposomes.

- Seconde génération

Afin d’échapper a I’élimination par les macrophages et autre systéeme de reconnaissance de
pathogénes, de nouvelles formes de nanoparticules ont été pensées, les nanoparticules furtives.
Pour cela, des polymeres neutres ou hydrophiles ont été ajoutés en surface des nanoparticules.
Grace a ce masque le contact entre les nanoparticules et les éléments présents dans le corps
(opsonines, anticorps, protéines du complément) sera plus difficile (505). En mettant en difficulté
le systéme de clairance, la demi-vie des nanoparticules a été augmentée. Parmi les polymeéres les
plus utilisés pour cela, on retrouve le PEG (poly éthylene glycol) greffé en surface des

nanoparticules, il octroie une certaine furtivité, rendant possible I'accés des nanoparticules aux
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tissus ciblés (506, 507). Dans le cas des médicaments anticancéreux, on peut citer le Doxil®. Ce
médicament met a profit cette furtivité en plus de cibler de maniére passive les tissus cancéreux,
en profitant de la perméabilité plus importante des endothéliums vasculaires néoformés
(enhanced permeability and retention ou effet EPR). Cependant, malgré cette avancée, cette
génération de nanoparticules atteint ses limites face a I'hétérogénéité due au cancer, c’est
pourquoi de nombreuses barrieres restent a franchir afin de rendre possible I'emploi des

nanoparticules en tant que vecteur d’anticancéreux.

- Troisieme génération

La troisieme génération de nanoparticules qui émerge a permis de passer a de la délivrance ciblée
active et contrélée, en greffant a la surface des nanoparticules un élément spécifique du tissu ciblé
et des récepteurs membranaires avec notamment des molécules, peptides, anticorps, fragments
FC ayant des affinités pour certains types de récepteurs (transferrine, EGF) (508) ou certains types
cellulaires (509).

Autrement dit, cette génération de nano vecteur peut allier furtivité et spécificité de ciblage pour

rendre la délivrance de nano médicaments encore plus performante.

- Quatriéme génération

La quatrieme génération regroupe les nanoparticules créées afin de cibler non plus un tissu ou un
type cellulaire mais un compartiment intracellulaire, cytoplasme mitochondrie, noyau etc. Pour ce
faire, on utilise les multiples choix qu’offre le design de nanoparticules. A savoir que sans greffage
particulier les nanomédicaments vont pénétrer les cellules non spécialisées par endocytose, et cela
présente un risque pour le médicament et les nanoparticules qui peuvent étre dégradés par

|’acidité contenu dans

Les compartiments endo lysosomale (510). C'est le concept d’échappement a ces voies de
dégradation qui caractérise les nanoparticules de quatrieme génération. A partir de 13, des
systemes utilisant des polymeres sensibles au pH de ces compartiments ou I'emploi de peptides
de pénétration cellulaire (CPP) vont permettent soit la rupture de l'organelle et libérer les
nanomédicaments dans le cytoplasme, soit la formation de micelle membranaire grace aux liaisons
entre ces peptides et des phospholipides membranaires (510). L’ajout de ligand spécifique aux

nanoparticules va induire une interaction précise permettant le ciblage d’organite. C'est
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notamment le cas lors de I'ajout de la guanidinium cyclique, le triphenylphosphonium ou I'octa
arginine qui permettent de cibler la mitochondrie, tant dis que I'ajout de peptide NLS ou du peptide
KKKRKV des virus SV40 permettent de cibler le noyau (508, 511). Ainsi, en faisant varier les ligands
greffés on peut orienter la délivrance de notre nanomédicaments. En revanche, on sait aussi de
par la littérature et le peu de nanomédicaments sur le marché clinique, que plus la conception
d’un vecteur contient d’étapes complexes plus il sera difficile de maitriser sa stabilité et ses
propriétés lors de sa production industrielle.

Le contexte inflammatoire des MICI, rend la conception de nanovecteurs d’autant plus complexe
puisque c’est une pathologie multifactorielle. En effet, I'expression des ligands et ou des
récepteurs en lien avec I'état inflammatoire, varie d’un patient a I'autre. Il faut donc accorder une
importance supplémentaire aux choix des caractéristiques que I'on souhaite attribuer au design

de la nanoparticule.

La curcumine associée a la NPL

La curcumine exerce des activités pléiotropes comme des effets antioxydants, anti-tumoraux et
anti- infectieux, tous basés sur la régulation de voies de signalisation cellulaire (512). Cependant,
sa faible solubilité dans les fluides biologiques et son taux élevé de métabolisation limitent son
utilisation clinique potentielle. La nanomédecine permet le transport ciblé de médicaments et
pourrait permettre de surmonter ces limitations (513). Dans le cadre des MICI, des résultats
prometteurs ont déja été obtenus avec du 5-ASA, des corticoides, des immunosuppresseurs ou
des siRNA encapsulées dans différentes NPs. L'utilisation clinique de cette stratégie est encore en

cours d'évaluation (453, 514).
Nous avons étudié la capacité de la NPL, composée de maltodextrine réticulée avec un noyau

phospholipidique (302), a délivrer la curcumine directement dans les cellules épithéliales

intestinales enflammées, ainsi que les effets anti-inflammatoires des formulations NPL/Cur.
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Dans un contexte inflammatoire, la charge électrique de surface des cellules épithéliales
intestinales est perturbée, avec une charge globale devenant majoritairement cationique (515). A
partir de ce point de départ, de nombreuses recherches se sont focalisées sur I'utilisation de
nanoparticules anioniques ou neutres, visant a augmenter leur adhésion et leur temps de contact
épithélial. Ainsi, il est important de préciser que, bien que la charge de surface des NPL soit
cationique, leur noyau lipidique anionique leur confére un comportement plus vaste. De plus, la
production de mucus est augmentée dans les MICI, nécessitant des nanoparticules capables de
pénétrer et de diffuser a travers le mucus, ce qui est le cas des NPL (306). Ainsi, les NPL étudiées
ici combinent trois avantages potentiels pour la délivrance de médicaments dans le cadre des MICI
: (i) les NPL sont des vecteurs muco-pénétrants, grace a leur taille inférieure a 100 nm et leur noyau
phospholipidique (516) ; (ii) ils interagissent rapidement et pénétrent dans les cellules, en raison
de leur charge de surface hautement cationique (516) ; (iii) il a été prouvé qu'ils associaient et
délivraient des médicaments hydrophobes (305). lls peuvent également protéger les substances
actives de I'oxydation, comme déja montré pour le diminazene (305), ce qui est un avantage
particulier lors de I'utilisation de la curcumine (470). Ainsi, les NPL sont de bons candidats pour
I'administration de curcumine, par rapport a d'autres systemes qui se concentrent uniqguement sur

I'augmentation du temps de contact des médicaments a la surface de I'épithélium (303).

L'association de la curcumine dans la NPL n'a modifié ni la taille ni le potentiel z&ta du nanoporteur,
indiquant une association entre la curcumine et les phospholipides dans le noyau de la NPL,
comme déja décrit pour le diminazene ou les protéines (303, 305). En effet, la curcumine étant
une molécule hautement lipophile, elle peut étre facilement associée au noyau lipidique de la NPL
via des interactions hydrophobes. Ce noyau lipidique est incorporé de maniére stable dans le
noyau NPL comme l'ont démontré des études antérieures; ceci explique pourquoi aucune

libération de curcumine n'est observée au cours du temps.

Dans le cas des MICI, I'état inflammatoire qui apparait progressivement, est continu et auto-
entretenu (471). Une délivrance rapide et efficace du médicament serait donc intéressante pour
briser ce cercle vicieux. Cependant, modéliser la physiopathologie compléete des MICI in vitro est
inenvisageable ; seules les caractéristiques spécifiques de l'inflammation peuvent étre
reproduites. Ici, nous avons stimulé les cellules Caco-2 avec du TNFa pour induire un état

inflammatoire, validé en mesurant la sécrétion des cytokines pro-inflammatoires IL-1p, IL-6 et IL-
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8. Les traitements avec des composés anti- inflammatoires peuvent contrecarrer ou résoudre
I'inflammation. A cet égard, deux protocoles ont été examinés, utilisant NPL/Cur soit au début

(pendant l'inflammation induite par le TNFa), soit a la fin

(Apres la stimulation par le TNFa) des étapes d’induction de I'inflammation. Dans les cellules
enflammées, nous avons observé une augmentation de I'endocytose de la NPL conduisant a une
meilleure délivrance de la curcumine, par rapport aux cellules non enflammées. Dans des
conditions non inflammatoires, la macropinocytose était la voie d'endocytose préférentielle des
NPL, alors qu'elle était indépendante de la clathrine, des cavéoles et de la micropinocytose dans
des conditions inflammatoires, indiquant une modification des mécanismes d'endocytose. Des
études complémentaires seraient nécessaires pour bien comprendre ce phénomeéne. En revanche,
sachant que la curcumine ne pouvant agir que si elle est délivrée dans les cellules sans étre
dégradée, il fallait déterminer si lorsqu’elle est associée a la NPL, la curcumine échapperait au
systéme endolysosomale et persisterait donc dans le cytoplasme. Les résultats que nous avons
obtenu sur la délivrance de NPL/Cur, nous ont permis de confirmer qu’elle échappait a ce systéme

tout en renforcant sa biodisponibilité intracellulaire.

Les cytokines inflammatoires et la COX-2 sont des médiateurs essentiels de I'inflammation et sont
connues pour étre régulées a la hausse dans les MICI (412). Par exemple, la génération excessive
d'IL- 1B augmente la perméabilité intestinale, favorisant I'activation des cellules dendritiques et
des macrophages (39) et entrainant une inflammation aigué et chronique (472). Des composés
phytochimiques aux activités anti-inflammatoires et antioxydantes ont ainsi été étudiés dans la
prise en charge des MICI, en effet ils peuvent moduler divers médiateurs inflammatoires tels que
I'IL-1B, IL-6, IL-10, le TNFa, la PGE-2, I'iNOS et la COX- 2 (517). Nous avons donc focalisé notre étude
sur les effets anti-inflammatoires de la curcumine, libre ou délivrée par les NPL, sur la sécrétion
d'IL-1B, IL-6, IL-8 et IL-10. Alors que, ni la curcumine seule, ni le NPL ne pouvaient réduire la
sécrétion des cytokines pro-inflammatoires, la formulation NPL/Cur inhibait efficacement leur
expression. Au contraire, la sécrétion d'lIL-10 était uniquement régulée a la hausse par NPL/Cur,
malgré l'inflammation induite par le TNFa. Cela a prouvé que la NPL joue un role clé dans le
renforcement des effets anti- inflammatoires de la curcumine. Les mécanismes impliqués sont dus
a I'encapsulation de la curcumine qui augmente sa solubilité dans les fluides biologiques (481), et

sur la délivrance plus importante de la curcumine dans les cellules (298).
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Lors d'une poussée inflammatoire de MICI, la barriére épithéliale est endommagée ce qui induit
une rupture des JS. Ici, nous avons utilisé du chitosan, un polysaccharide cationique, pour ouvrir
les JS (50). L'ouverture initiale des JS de I'épithélium est < 1 nm alors que le chitosan peut I'agrandir
a 150 nm, suffisant pour permettre le passage des nanoparticules < 50 nm a travers une
monocouche de cellules Caco-2 (469). Ici, I'ouverture JS a permis le passage de la curcumine, des
NPL et des NPL/Cur.

Cependant, cet effet pourrait dépendre du type cellulaire, comme observé précédemment dans
les cellules épithéliales des voies respiratoires (303).

Pour mieux évaluer la délivrance de NPL/Cur dans un intestin enflammé, un explant colique murin
ex vivo d'un modeéle d'inflammation induite par le DSS a été utilisé. Aprés 4h de traitement, la
curcumine a été détectée dans la paroi intestinale, notamment dans les couches profondes de
|'épithélium. Cela suggére que dans les MICI, la Cur pourrait également atteindre le tissu sous-

épithélial.
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3. Perspectives

La formulation NPL/Cur a démontré sa capacité a réduire I'inflammation sur un modéle cellulaire
in vitro épithélial et immunitaire. Pour confirmer ces résultats, il faudra reproduire ces expériences
sur des modeles murins, en imitant des conditions inflammatoires, avec I'emploi de détergent
provocant une inflammation (TNBS, DSS). Mais également étudier plus en profondeur la
localisation intracellulaire des NPL/Cur, dans les différents types cellulaires qui peuvent
I'internaliser (épithélial, immunitaire, paneth). L’optimisation du ciblage pourra étre envisagée par
I"ajout d’un ligand plus spécifique comme le mannose pour cibler les macrophages ou un motif CPP

pour les cellules épithéliales intestinales.

Il faudra également évaluer de maniére plus globalement I'inflammation sur les modeles murins
avec des scores histologiques d’infiltration de cellule inflammatoire, ou macroscopique en
observant I'état du colon, sa taille, etc. Analyser les féces des animaux, pour étudier I'impact de
notre formulation sur le microbiote sera également envisagée. Pour résumer, nous devrons
confirmer ces résultats, les reproduire sur des modeles plus complexes, et évaluer si les NPL
peuvent améliorer la délivrance d’autres molécules anti inflammatoires (tel que la quercétine, le

resvératrol, le Kaempférol).

L’étape ultime de ce travail sera donc d’effectuer d’autres études et analyses pour définir s’il est
possible de translater cette formulation vers un systeme de nanomédicaments standardisé,
établissant ainsi sa faisabilité a I’échelle industrielle répondant ainsi aux besoins des patients

atteints de MICI.
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PARTIE 4. Conclusion générale

Les maladies inflammatoires chroniques de I'intestin

Au-dela de l'arsenal thérapeutique mis a disposition des praticiens, les MICI restent des
pathologies complexes a traiter, et pour cause la difficulté de guérison est associée a celle de
contréler et réduire I'inflammation, puis celle de maintenir une rémission. Le développement de
systéme de délivrance bien que prometteur n’a pas fait émerger de traitement universel ou de
traitement permettant une amélioration radicale de I'état des personnes affectées. Les
nanoparticules offrent toutefois un autre axe de recherche, qui permet de cibler plus en
profondeur les acteurs de cet état inflammatoire. Cependant, les recherches actuelles se
concentrent sur les cellules immunitaires, méme si les nanoparticules peuvent également
atteindre les autres cellules du systeme digestif (cellules épithéliales, endothéliale). L’utilisation
d’un nanovecteur, ou plusieurs, associés a des molécules anti-inflammatoires, vont permettre de
renforcer les effets anti-inflammatoires, tout en diminuant la dose administrée de médicament et
donc diminuer les effets secondaires. Cependant, passer d’'une production limitée a des modeles
in vitro ou in vivo a une production a grande échelle industrielle soumet la conception de ces
nanoparticules a de nouvelles exigences. La stabilité, les quantités, la qualité, la pureté et le colt
sont des criteres qui vont exclure de nombreuses nanoparticules. Sans oublier qu’en fonction du
modele expérimental, |'efficacité de certaines formulations n’est pas la méme. La différence entre
les especes et la complexité physiologique humaine vont également rendre la conception de
nanomédicaments plus difficile. C'est la raison pour laquelle nous observons peu de médicaments
a base de nanoparticules comparé aux publications sur les nanoparticules qui augmentent d’année
en année. Malgré certaines limites, les nanotechnologies offrent un grand choix en termes de
matériaux et de techniques de fabrication. La nanomédecine va, quant a elle, progressivement,
évaluer et établir les formulations qui permettront d’améliorer les propriétés anti- inflammatoires

tout en s’affranchissant des limites évoquées.
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