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RESUME

Les exopolysaccharides (EPS) produits par les bactéries lactiques sont
reconnus pour agir comme agents épaississants et gélifiants dans les
nourritures fermentées. Plus récemment, des effets anti-tumoraux ont été
relevés lors de Iutilisation d’EPS ainsi que 1’effet de ces derniers a induire la
sécrétion de cytokines in vitro. Les propriétés rhéologiques et
immunologiques des EPS sont dictées par leur composition monomeérique et
leur assemblage, conférant 4 ces molécules une structure tridimensionnelle
pouvant interagir activement avec son environnement. Ces observations nous
ont conduit a vérifier les hypothéses que les EPS pourraient avoir le potentiel a
former un réseau micellaire favorisant le chargement de molécules
hydrophobes et d’agir en synergie avec des formulations médicamenteuses
anticancéreuses.

Les techniques de récupération des EPS ont été améliorées afin d’obtenir un
meilleur rendement de production. Un systéme de filtration et de dialyse a
aussi ét¢ mis de I’avant afin d’améliorer les étapes de purification. Des
analyses par HPLC et par RMN ont permis de déterminer la structure de notre
EPS. Des analyses par microscopie électronique ont mené a 1’observation de
structures semi-sphériques s’apparentant a celles des liposomes monocouches.
L’utilisation du pyréne, une sonde fluorescente insoluble dans I’eau, nous a
permis d’observer une modification de son profil de fluorescence en présence
d@’EPS. La concentration micellaire critique (estimée a 0,02% (p/v)) et la
présence d’un signal d’excimeére significatif nous ont conduit a croire que les
EPS devraient étre considérés comme un transporteur potentiel de
médicaments a haute capacité de chargement, du fait de ’état d’excimere
attribuable a4 un empilement du pyréne dans un micro-domaine hydrophobe.
Leur capacité a modifier les paramétres pharmacocinétiques de principes actifs
a ¢té étudiée afin de déterminer leur potentiel comme transporteur. Des
formulations de concentrations d’EPS allant de 0,1% (p/v) 4 5% (p/v) ont été
testées, dégageant une tendance a modifier ’allure des courbes de
pharmacocinétique.

Partant de ces observations et du fait que la littérature leur attribue des effets

anti-tumoraux, nous avons évalué la synergie que pouvaient induire les EPS
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sur des modeles cellulaires et animaux dans une optique de thérapie du cancer.
Des lignées cellulaires tumorales ont été exposées 4 une dose de EPS 0,1%
(p/v)) et de médicament anti-cancéreux (5-fluorouracile et paclitaxel) pour
déterminer I’amélioration de I’index thérapeutique. Certains traitements ont
été reproduits chez la souris dans un modéle de cancer agressif. Les résultats
démontrent une diminution de la prolifération cellulaire in vitro et une

augmentation de la survie in vivo.
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INTRODUCTION

Le développement de technologies pour les thérapies anticancéreuses est
d’actualité. Selon les statistiques de Santé Canada, le cancer se situe au
deuxiéme rang en rapport aux taux de mortalité et en coiits rattachés aux
soins, tout juste derriére les maladies cardiovasculaires. Les prévisions
indiquent que le cancer pourrait atteindre le premier rang des maladies létales
au Canada d’ici peu.

Dans le cas d’un cancer de stade I, la premiére procédure consiste
habituellement & exciser la tumeur par méthode chirurgicale. Au-dela de cette
procédure, la chimiothérapie peut étre employée afin d’éliminer ou de
diminuer le nombre de cellules tumorales omises par la chirurgie. Dans un
stade II ou supérieur, la chirurgie est trop invasive pour un cancer en phase de
propagation. La radiothérapie et la chimiothérapie deviennent alors les seules
alternatives. Une panoplie de médicaments antinéoplasiques est disponible sur
le marché, cependant leur efficacité est variable et les effets secondaires
encourus sont multiples. La 5-Fluorouracile (5FU) est un agent
chimiothérapeutique utilisé dans le traitement de plusieurs cancers. 1l est
généralement administré par voie intraveineuse ou, dans le cas d’un cancer de
la peau, il est utilisé en application topique. Le principal attrait de
I’administration intraveineuse est d’augmenter la biodisponibilité de I’agent
thérapeutique en évitant les barriéres physiques de I’organisme et le cycle
entéro-hépatique. Cependant, les effets secondaires systémiques sont sévéres
et la clairance du médicament est rapide d’ou la nécessité de procéder a
plusieurs traitements.

Les thérapies par la voie orale sont plus simples a administrer et plus agréables
pour les patients et nécessitent moins de personnel soignant qualifié pour le
suivi. Par contre, pour I’industrie pharmaceutique, la biodisponibilité suite a
une administration orale est un facteur limitant dans le développement
d’agents thérapeutiques. Des facteurs tels que la dysphagie, la liposolubilité du
médicament, la motilité intestinale, [’activation des transporteurs
membranaires, la toxicité pouvant étre causée au niveau des muqueuses
intestinales, la dégradation soit physico-chimique soit enzymatique, les

interactions plasmatiques sont des raisons qui peuvent affecter la
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biodisponibilité d’un médicament administré oralement. Différentes stratégies
sont alors envisageables afin d’augmenter la biodisponibilité orale d’un
médicament; par exemple en procédant par des modifications physico-
chimiques afin d’en améliorer la biodisponibilité. Une autre approche peut
consister a8 modifier I’environnement immédiat du médicament afin de le
protéger et d’en améliorer son absorption. Le présent projet vise cette derniére
stratégie par I’introduction des exopolysaccharides comme transporteurs de
médicaments. De tels transporteurs pourraient jouer un role biologique et

donc améliorer la réponse thérapeutique de médicaments de fagon synergique.

La caractérisation de ce nouveau véhicule de transport pourrait permettre
Pintégration et le développement de concepts afin de développer de nouvelles
stratégies pour ’augmentation de la biodisponibilité et de 1’efficacité d’agents

thérapeutiques a la suite d’une administration orale.

Lors du processus de fermentation du lactosérum par un consortium bactérien,
les exopolysaccharides (EPS) de cette étude, un polymére de masse
moléculaire élevée, sont sécrétés dans le milieu. On leur reconnait des
propriétés rhéologiques (gélifiant et émulsifiant) permettant d’obtenir des
matrices d’une consistance d’intérét pour I’industrie alimentaire. Les EPS
sont divisés en deux familles, soit les homopolysaccharides et les
hétéropolysaccharides.  Les EPS utilisés dans cette étude sont des
hétéropolysaccharides, ces derniers sont en général composés de quatre a sept
unités monosaccharidiques hétérogénes branchées, unités répétées jusqu’a
atteindre des tailles de 500 kiloDaltons ou plus. Ces biopolymeéres
amphiphiles acquiérent une structure tridimensionnelle hélicoidale et
s’assemblent en hydrocolloides lorsqu’ils sont en solution. Des formulations a
base de polysaccharides auraient derniérement démontré un potentiel a
transporter plusieurs types de médicaments [1]. Par ailleurs, on attribuerait
aux EPS des propriétés bénéfiques sur la santé comme la modulation du
systéme immunitaire et la protection contre certains cancers [2-6]. Plus
récemment, il a été avancé qu’une fraction purifiée d’EPS de Lactobacillus
rhamnosus aurait un effet immunomodulateur sur les lymphocytes humains.

La dite fraction stimulerait entre autres la production de cytokines comme le
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TNF-a, IL-6, IL-12 et I'IFN-y [7]. La stimulation du systéme immunitaire par
les EPS pourrait expliquer en partie les études démontrant les propriétés
anticancéreuses des EPS. Finalement, aprés ’administration orale, il a été
rapporté que les EPS passeraient en circulation sanguine pour s’accumuler
dans le foie, le colon et la vessie [8]. Les EPS pourraient donc avoir le
potentiel de modifier le transport oral de médicaments et le potentiel de
modifier la réponse biologique.

Dans I’exemple du cancer colorectal, une thérapie administrée par voie orale
serait nettement avantageuse mettant en contact direct le médicament et les
cellules affectées tout en réduisant les effets secondaires non désirés. Les
cellules en prolifération rapide (e.g. cellules tumorales) en bordure de la
lumiére intestinale seraient plus sujettes & la médication que les cellules saines

qui incorporent le médicament & un rythme nettement inférieur.

La présente étude a pour but de mettre en perspective le développement d’une
technologie applicable a certains types de cancers ainsi qu’a différents agents
thérapeutiques étant donné la potentielle polyvalence des EPS a formuler
différentes molécules. L’utilisation d’un modéle a contact direct devrait
permettre d’évaluer I’efficacité possible des EPS a réduire les effets
secondaires du médicament tout en augmentant sa réponse par un effet
synergique qui pourrait étre envisageable étant donné les effets biologiques

qui seraient attribués aux EPS.

A ce jour, nous avons travaillé a améliorer la technique de purification des
EPS pour I’obtention de meilleurs rendements dans un délai de temps plus
appréciable. Nous sommes aussi 4 mettre au point une technique pour
améliorer la purification des EPS et contourner la nécessité d’utiliser de
I’éthanol lors de ces étapes. Nous avons aussi réalisé plusieurs expériences
afin de mettre en évidence le potentiel des EPS 4 agir comme adjuvants dans
une problématique de transport de médicaments reliés au domaine de la

thérapie anticancéreuse orale.



CHAPITRE 1 : REVUE BIBLIOGRAPHIQUE
1. La thérapie médicamenteuse et ses limites dans le traitement du cancer
1.1 Intraveineux (i.v.)

L’administration intraveineuse est la plus rapide des voies d’administration
utilisées. L’injection par bol, soit une quantité fixe en une seule injection,
induit une concentration systémique trés élevée du médicament. La
concentration maximale qui atteindra le tissu désiré varie donc en fonction de
la rapidit¢ d’injection. Une deuxiéme méthode d’injection par voie
intraveineuse consiste a4 procéder par infusion. Cette technique permet
d’éviter des concentrations systémiques transitoires trop élevées et de
diminuer I’absorption du médicament dans des sites non visés.

Bien que la plus rapide et la plus utilisée en chimiothérapie anticancéreuse, la
voie iv. comporte des désavantages. En absence de métatastases, |’usage
d’'une meédication intraveineuse est 4 éviter. La formulation thérapeutique
induit des effets secondaires pouvant étre sévéres dans des endroits non
specifiques au traitement. Bien que la distribution soit d’autant plus rapide,
I’élimination du médicament est aussi accélérée puisque la molécule se
retrouve directement dans la circulation. La fenétre thérapeutique se rétrécit,
obligeant le développement de stratégies afin d’améliorer le temps de
résidence du meédicament dans I’organisme. Cet aspect peut devenir
problématique lors de Iutilisation de médicaments dont la demi-vie est courte.
A P’ensemble de ces désavantages se greffe évidemment la nécessité de se
déplacer en clinique externe pour recevoir les traitements par du personnel
qualifié. Certains traitements doivent étre donnés sur plusieurs heures, a
plusieurs reprises, diminuant donc la qualité de vie du patient [9)].

Par exemple, le paclitaxel a pris une place d’importance dans le traitement de
diverses tumeurs. Cependant, dans les approches cliniques, ce médicament est
administré par la voie intraveineuse di, entres autres, en raison de sa solubilité
tres réduite en milieu aqueux. Le paclitaxel doit alors étre formulé a des
excipients (e.g. Cremophor EL) qui peuvent atteindre jusqu’a 1% du volume

plasmatique ce qui engendre des réactions d’hypersensibilité sévéres en plus



d’effets secondaires reliés au médicament [10]. De plus, ce genre d’excipient

affecte la distribution réguliére du paclitaxel [10].

1.2 Oral (p.0.)

En plus de diminuer les effets secondaires reliés aux excipients utilisés, les
avantages sont nombreux en administration p.o. Premiérement, I’observance
du patient ne peut étre qu’améliorée par la diminution du nombre de visites
nécessaires en clinique externe. La posologie est plus simple a suivre,
diminuant la nécessité de personnel qualifié. Les effets secondaires peuvent
étre diminués considérablement et le médicament peut étre distribué sur une
plus longue période de temps suivant le temps de transit et d’absorption du
médicament dans I’intestin. La portion de médicament rejeté lors du passage
entéro-hépatique dans les sels biliaires peut aussi étre réabsorbée par le tractus
intestinal, permettant une recirculation du produit thérapeutique, créant ainsi
un réservoir qui prolonge I’action du médicament [9].

Les traitements oraux représentent aussi un avantage dans le traitement des
anomalies du célon (colite ulcéreuse, maladie de Crohn, carcinomes,
infections) par ’augmentation locale de la concentration du médicament, dans
les tissus intestinaux, tout en minimisant les effets secondaires dus au
relargage précoce dans la partie supérieure de I’intestin ou en raison d’une
absorption systémique inutile. Le cAlon est riche en tissus lymphoides, le
rendant ainsi un lieu favorable pour la présentation de molécules dans une
optique de vaccination mucosale. Les mastocytes de la muqueuse du célon
permettent I’induction rapide de la sécrétion d’anticorps [11]. Le cdlon est
aussi reconnu comme ayant des propriétés physicochimiques différentes que le
reste du tractus gastro-intestinal (TGI) et le temps de rétention dans cette
portion du tractus est plus long rendant I’absorption de médicaments
normalement faiblement absorbés plus efficace [12].

La voie orale a longtemps été considérée impraticable étant donné la
biodisponibilité réduite affichée par plusieurs médicaments [13]. Différentes
raisons font en sorte que le médicament n’est pas absorbé, notamment dues
aux pompes a reflux de médicaments, ainsi que le cycle entéro-hépatique et

I’action du cytochrome P450. Ces deux systémes sont trés limitants pour un



medicament dans la tentative d’atteindre la circulation systémique [14].
Cependant, certaines stratégies sont développées pour contourner chacune de
ces problématiques et pour permettre a la voie orale de demeurer une option
thérapeutique.

Chaque pays a ses réglementations au niveau de ’administration orale de
meédicaments. Le Japon utilise déja la SFU en traitement oral journalier pour
la rémission post opératoire lors de la résection de tumeurs malignes. Aux
Etats-Unis en 2001, la réglementation autorisait seulement 1’administration
intraveineuse de SFU sur une base de 5 jours/semaine. Des essais sont
effectués afin d’administrer les traitements oraux de 5FU sur une base
identique afin d’obtenir des résultats similaires. Les résultats préliminaires
démontrent déja un regain de poids du patient pendant les deux jours sans
médication, un effet antitumoral accru et une meilleure efficacité
thérapeutique comparativement au groupe traité quotidiennement sans
interruption. Les essais cliniques mis en place incluent déja ce nouveau
traitement [15]. Les nouveaux pro-médicaments instaurés lors des deux
derniéres années ouvrent une voie intéressante afin d’améliorer 1’efficacité
thérapeutique du traitement. Idéalement, les pro-médicaments sont des
conjugués stables et inactifs dans le sang et qui sont scindés, par exemple, lors
du passage dans le foie ou lors de I’internalisation de ce conjugué dans la
cellule cancéreuse, libérant alors la molécule thérapeutique active. Ainsi, le
Tegafur, scindé en S5FU dans le foie, permet d’obtenir des niveaux
plasmatiques de molécules actives supérieurs. Un autre pro-médicament, la
doxorubicine, une anthracycline utilisée comme agent anticancéreux conjugué
a des anticorps monoclonaux, a prouvé étre efficace contre des cellules
cancereuses implantées in vivo. Le complexe doxorubicine-anticorps
monoclonaux serait plus efficace que la doxorubicine seule & atteindre et agir
sur les cellules tumorales visées tout en diminuant les effets systémiques
toxiques. Guillemard et collaborateurs (2004) avancent dans leur étude que le
conjugué thérapeutique de doxorubicine pourrait contourner le mécanisme des
protéines de résistance aux médicaments (MDR) expliquant ainsi la toxicité

accrue du conjugué envers les cellules tumorales [16].



2 Le tractus gastro-intestinal (TGI)

2.1 Généralités

Le petit intestin constitue le site majeur d’absorption de nutriments dans tout
le tractus gastro-intestinal (TGI). Environ 90% de I’absorption s’y produit
¢tant donné la surface particuliere de la membrane. La présence de
microvillosités multiplie ’aire de contact et les fluides physiologiques qu’on
y retrouve favorisent la présentation et 1’absorption des nutriments. L’estomac
pour sa part, constitue principalement un réservoir et un organe mélangeur
pour I’ensemble du bolus ingéré. Son épithélium est de nature non absorbant
et sa surface d’absorption est réduite en comparaison au reste de I’intestin. Le
TGI est composé principalement de quatre couches cellulaires de base soit : la
muqueuse ; composee de cellules épithéliales cylindriques, la sous-muqueuse ;
constituée de tissu de soutient, la musculeuse ; de muscles lisses et la séreuse ;
de cellules épithéliales squameuses et de tissu de soutient. Les cellules
muqueuses du systéme gastrique sont responsables de la sécrétion de plusieurs
enzymes et substances telles que la pepsine, la lipase, I’acide chlorhydrique,
les facteurs intrinséques et sont aussi imperméables aux constituants du sang a

I’exception de I’eau, de I’alcool, des ions et de certains médicaments.

2.1.1 Petit intestin

Le petit intestin, composé du duodénum, du jéjunum et de I’iléon, constitue le
site privilégié d’absorption avec ses replis circulaires et ses microvillosités
responsables de la trés grande surface d’absorption. La muqueuse est tapissée
de villosités abritant les conduits responsables de la distribution des nutriments
absorbés (veinules, capillaires, artérioles, vaisseaux chyliferes).

La circulation lymphatique représente un intérét dans le transport de molécules
etant donné que les molécules y transitant, trop grosses pour passer par les
capillaires, peuvent ainsi éviter le métabolisme de premier passage hépatique
[9]. Ce métabolisme intervient lorsque les molécules pénétrant dans le sang
par les capillaires de Iintestin prennent la voie de la veine porte pour se rendre

au foie et subir le processus de tri et de détoxification par ’organisme. Le



passage entéro-hépatique est responsable de I’élimination de plusieurs
médicaments par leur transformation chimique afin d’augmenter leur clairance
entérique, dans les sels biliaires, ou rénale avec ou sans modification par
’enzyme hépatique P450. D’autres systémes présents dans le petit intestin
constituent les cellules de Paneth, situées en petit nombre dans les glandes
intestinales, elles sont responsables pour leur part d’une partie importante de la
phagocytose dans le petit intestin [9]. C’est aussi un site intéressant pour le
transport de médicaments. Enfin, les Plaques de Peyer constituent une autre
voie de plus en plus primée dans la recherche d’une entrée pour un produit

thérapeutique par I’utilisation de transporteurs [17, 18].

2.1.2 Gros intestin

Le gros intestin pour sa part est considéré comme un site de réabsorption de
’eau et d’emmagasinage fécal. L’épithélium du célon repose sur des cellules
cylindriques spécialisées dans 1’absorption de I’eau et dans la production de
mucus. Aucune enzyme n’est sécrétée dans le gros intestin, cependant la
derniére étape de digestion est effectuée par la communauté bactérienne.
Celle-ci y sécréte une quantité d’enzymes et de vitamines. C’est d’ailleurs la
flore bactérienne intestinale qui est responsable d’un apport important en
vitamines (B et K particuliérement) et le célon posséde des mécanismes et des
récepteurs spécifiques pour permettre ’absorption de ces vitamines. Cet
élément n’est pas & négliger dans la recherche contre le cancer étant donné
qu’on trouve des liens de plus en plus évident que I’absorption de certaines
vitamines, comme la vitamine D, a un réle protecteur contre le développement
de cancers colorectaux [19]. Les stratégies de thérapies médicamenteuses
visant le cdlon comme site d’absorption ont donc plus de chances d’éviter les

conditions sévéres amenant a la dégradation rencontrée dans le reste du TGI.



2.2 La barriére épithéliale : stratégies de transit.

Il existe deux mécanismes d’absorption au niveau de la barriére intestinale.
D’une fagon transcellulaire ou d’une fagon paracellulaire. Ces deux voies sont
importantes pour évaluer et concevoir un transporteur de médicaments (Figure
D).

Dans le premier des cas, la conjugaison d’un lipide & une molécule de style
peptidique pourra améliorer son transport transcellulaire [9]. Il sera aussi
important de réduire le nombre de liaisons hydrogénes (H) du composé.
Conradi et collaborateurs (1991) ont démontré que la diffusion des peptides
transitant par cette voie était corrélée a la présence de liens H [20]. Ainsi, les
systémes de transport de médicaments peptidiques produisant beaucoup de
liens H avec I’eau sont défavorisés dans la diffusion transcellulaire en raison
de I’énergie nécessaire a briser ces liens lors de leur entrée dans la membrane
cellulaire [20]. La formulation du médicament avec un véhicule lipidique est
donc I’approche a suivre dans le cas particulier ot le médicament sera
liposoluble ainsi il sera associé dans la circulation sanguine a des
chylomicrons.

La voie paracellulaire ne repose pas sur les mémes mesures puisqu’il s’agit de
transiter au niveau des jonctions cellulaires, au travers de pores aqueux de 50
A de rayon [21]. L’influence du passage se fera donc selon la grosseur des
particules, de leur solubilit¢ et enfin si ces deux caractéristiques sont
semblables, les molécules chargées positivement auront une meilleure
perméabilité que les molécules de charge nette négative. Des études ont été
menées démontrant que les jonctions serrées de I’intestin seraient dynamiques
[22], ouvrant la voie a des possibilités intéressantes, soit d’ouvrir de facon
temporaire et réversible les interstices cellulaires afin d’améliorer le transport
de médicaments. Cependant, il faut rester vigilant avec cette approche afin de
bien contrdler le temps d’ouverture de ces jonctions qui deviennent alors la
porte d’entrée pour différentes molécules non désirées, lors d’utilisations

prolongées de ces substances.
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Figure 1. Barriéres majeures au développement d’une formulation orale
de protéines ou de peptides. Ces barriéres sont 1) une pauvre perméabilité
intrinséque a travers les membranes biologiques, 2) dégradation
enzymatique dans tractus le gastro-intestinal ainsi que la fermentation
bactérienne dans le célon, 3) élimination post-absorption rapide et 4)
instabilité chimique et/ou absorption non-spécifique a une variété de
surfaces physiques et biologiques [23].

2.2.1 Circulation lymphatique

Environ 10% du glucose absorbé transite par la circulation lymphatique [24].
Cet exemple indique bien I’intérét que représente la voie lymphatique afin de
contourner le premier passage hépatique dans une optique de transport de
médicaments. Si un certain pourcentage de glucose peut passer par cette voie,
il est donc possible de modifier le transport d’un médicament pour favoriser ce
mode d’entrée afin d’améliorer la biodisponibilité d’un médicament ou de
favoriser la présentation d’un transporteur synergique aux cellules du systéme
immunitaire pour accroitre la réponse du médicament (ganglions
lymphatiques).  Ainsi donc, I’ajout d’un potentialisateur d’absorption afin
d’ouvrir les jonctions serrées et d’augmenter la perméabilité pour les

macromolécules hydrophiles ou conjuguées permet d’accroitre le flux de



molécules qui pénétreront la circulation lymphatique étant donné la plus

grande porosité de ces vaisseaux comparativement aux veinules.

2.2.2 Tissus lymphoides

Les tissus lymphoides de I’intestin, nommés précédemment sous le nom de
Plaques de Peyer, couvrent environ 25% de la surface de la muqueuse dans
’intestin et seraient responsables de 1’échantillonnage des antigénes présentés
par la voie orale [25]. La proportion et la taille des Plaques de Peyer est
cependant variable selon 1’dge ou I’espéce étudiée et varie aussi selon la
section de I'intestin. Les cellules B et les cellules T seraient responsables du
mécanisme de reconnaissance des antigénes des Plaques de Peyer. Les
cellules B par exemple, y générent une forte proportion de clones ne
produisant que des IgAs. Les cellules T, pour leur part, y amplifient la
maturation des cellules B productrices d’anticorps IgAs [26]. Les Plaques de
Peyer peuvent donc étre considérées comme un site d’initiation de I'immunité
mucosale [9]. Les Plaques de Peyer sont recouvertes d’une couche de cellules
identifiées comme étant les cellules M. Ces cellules sont responsables du
transport des antigénes de la lumiére intestinale jusqu’a 1’espace interstitiel,
endroit dans lequel les lymphocytes, lymphoblastes et macrophages sont en
attente dans les replis du tissu lymphoide [27]. On comprend bien pourquoi
les Plaques de Peyer sont ciblées pour la vaccination orale. Celles-ci
commencent aussi a étre ciblées pour le transport de médicaments. C’est un
site opportun pour faire entrer des molécules et stimuler le systéme
immunitaire si le transporteur s’y préte. Les caractéristiques de surface et la
grosseur des particules sont les facteurs limitant de transit par les Plaques de
Peyer. Les molécules hydrophobes de tailles inférieures 8 3 pm y pénétrent
plus facilement. Au-dela de cette taille, les particules y sont séquestrées et ne
peuvent migrer vers les nodules lymphatiques [17]. Certains essais ont été
effectués a I’aide de lectines ou de poloxameéres pour cibler le transport vers
les Plaques de Peyer. Dans le premier cas, I’approche a été un succes alors
que dans le deuxiéme cas, le caractére hydrophile du transporteur a nuit a
’absorption des particules par les tissus lymphoides [28]. Ces caractéristiques

laissent donc place aux technologies de micro et nanoencapsulation pour le



transport de médicaments et constituent une autre fagon de contourner

I’élimination hépatique de premier passage.

2.2.3 Pompe a reflux et enzymes de détoxification

Un autre aspect important susmentionné plus tot, consiste en la présence de P-
glycoprotéines (P-gp) et de cytochromes P450. Ces deux mécanismes peuvent
étre limitants dans le domaine de la médication orale. La P-gp est un
transporteur de type ABC lié 4 une protéine de résistance aux médicaments
(multidrug resistance, MDR). La P-gp est retrouvée dans les cellules
tumorales, les reins, le cerveau, le foie et dans intestin. La P-gp protége
I’organisme contre les xénobiotiques en les excrétant dans la bile, ’urine et la
lumiére intestinale afin de protéger le cerveau et le placenta dans le cas de
grossesses. Plusieurs médicaments, par exemple les médicaments
anticancéreux, sont des substrats de la P-gp [29]. Dans I’intestin, la P-gp est
principalement retrouvée au niveau apical retardant ou diminuant le passage
des médicaments vers les capillaires puisque son efficacité a refluer les
molécules dans la lumiére intestinale est impressionnante. Elle favorise ainsi
le passage des molécules lipophiles vers la voie transcellulaire. La P-gp rend
aussi son contrdle difficile étant donné qu’il y a beaucoup de variabilité intra-
individuelle dans son expression [30]. Bien qu’en majeure partie la
détoxification ait lieu dans le foie, on retrouve une co-localisation de la P-gp et
du cytochrome P450 dans ’intestin [31]. L’action combinée de ces deux
mécanismes qui travaillent en synergie réduit considérablement la
biodisponibilité de certains médicaments. La P-gp, en refoulant I’entrée
massive de médicament, permet d’éviter la saturation de la P450, ce qui donne
le temps 4 cette derniere de métaboliser les molécules les rendant plus aptes a

I’élimination [32].
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3. Le cancer du c6lon

3.1 Statistiques

Comme précédemment mentionné, le TGI présente de multiples limitations
quant a la thérapie par voie orale. Cependant, la recherche se doit d’étre
poursuivie dans ce domaine. Le cancer du célon représente donc une
direction intéressante pour le projet discuté dans cette étude. Les thérapies
présentement utilisées dans le cas de cancers du célon le sont principalement
par voie intraveineuse alors que l’affectation se situe au niveau de la
muqueuse intestinale. Les EPS ont démontré avoir des effets
immunomodulatoires et antitumoraux [2-6] et pourraient donc afficher un effet
biologique additif ou synergique aux effets du médicament transporté. De
plus les perspectives d’avenir des EPS de cette étude sont orientées vers le
transport oral. Leurs effets au niveau de la muqueuse intestinale présentent un
intérét pour le traitement de pathologies de I’intestin. L’utilisation de modéles
de cancer chez les animaux permettra d’avancer des hypothéses dans I’optique

de transport oral.

En 2003 au Canada, on estime a 18 000 (54% d’hommes, 46% de femmes) le
nombre de personnes qui recevront un diagnostic de cancer colorectal et a
8300 le nombre de personnes qui en mourront. En moyenne, chaque semaine,
346 Canadiens apprendront qu'ils sont atteints d'un cancer colorectal, et de ce

nombre 160 mourront d'un cancer colorectal (Source : Santé Canada).

3.2 Facteurs d’apparition

La néoplasie du colon et du rectum dépend a la fois de facteurs transmis et de
facteurs exogénes. L’alimentation est le facteur exogéne le plus étudié. Une
corrélation a été établie dans plusieurs études entre le risque de ce type de
cancers et I’absorption de graisses, particuliérement saturées et d’origine
animale. Ceci se refléte aussi par le fait que les habitants des pays asiatiques,

dont les statistiques affichent une faible incidence de cancer colorectal, ont
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une alimentation se limitant au maximum a 20% de lipides, alors que la
population des pays occidentaux pourrait étre soumise a une plus haute
incidence de cancer étant donné leur régime dont le pourcentage de lipides est
du double. Ceci pourrait étre 1ié 4 une augmentation de la sécrétion de stérols
biliaires, d’oli une prolifération épithéliale colique accentuée, la modification
des membranes cellulaires, la stimulation de la synthése des prostaglandines
conduisant a la prolifération cellulaire.

Les fibres ainsi que les fruits et 1égumes semblent avoir un effet au niveau de
la réduction de I’apparition de ce type de cancer en raison de leur capacité a
fixer les substances cancérigénes et permettre leur élimination dans la vidange
gastrique. Ces substances permettent aussi de modifier la flore microbienne et
d’acidifier la lumiére intestinale par des acides gras 4 chaine courte (SCFA)
reduisant aussi les risques de cancer [33]. L’obésité, la surcharge de calories,
le manque de vitamine D et de calcium sont aussi des facteurs négatifs a
I’étude dans I’apparition de la pathologie. L’age est aussi un facteur
important. Le suivi se fait dés I’age de 50 ans étant donné que c’est a cette
periode que les cas de cancer colorectaux commencent 4 augmenter.

L’hérédité a aussi sa part dans I’apparition de la pathologie. Les syndromes
polyposiques représentent environ 1% des cas alors que les syndromes non
polyposiques héréditaires (CCHPN) comptent pour 6%. Le géne de
prédisposition a la polypose adénomateuse familiale se retrouve sur le bras
long du chromosome 5 dont la mutation du locus génique entraine la
formation d’une protéine tronquée responsable de I’apparition de la maladie.
Le CCHPN provient de la mutation de I’un des génes concernés dans ce locus
lors de la réparation de ’ADN. Ces affectations se présentent a un age
beaucoup plus jeune chez I'individu amenant la présence de centaines de

polypes dans Iintestin gréle entre 20 et 40 ans [34].

3.3 Stades

Le tableau suivant illustre de fagon générale le stade du cancer lié au

développement de la maladie.
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Tableau 1 : Classification des cancers colorectaux selon I'American Joint
Committee on Cancer [34].

Stade Diagnostique

0 Cancer In situ : le cancer ne s’étend pas au-dela du muscle

lisse qui sépare la muqueuse de la sous-muqueuse.

I Cancer limité & la muqueuse, a la sous-muqueuse ou au

muscle extérieur; le cancer ne traverse pas la paroi intestinale

II Cancer traversant toute la paroi de I’intestin, avec ou sans

envahissement des tissus voisins.

111 Cancer envahissant les ganglions régionaux ou les tissus ou

organes voisins sans extensions aux ganglions régionaux

v Cancer métastasé a distance, en général au foie ou aux

poumons

3.4 Traitement

La stratégie de traitement est multidisciplinaire et doit viser un but a long
terme. Ceci va jusqu’a inclure un traitement adjuvant post-opératoire, un suivi
dans le cas de récidives locales ou de métastases.

L’un des premiers objectifs thérapeutiques consiste en ’ablation de la tumeur.
La résection du segment concerné peut se faire par un pré-traitement a
Pirradiation/chimiothérapie pour de meilleurs résultats.

La radiothérapie est ensuite la deuxiéme approche. Elle joue un rdle post-
opératoire important en association avec la chimiothérapie. Les radiations
permettent de réduire les récidives locales et les métastases a distance ou de
traiter les tumeurs inextirpables. Elle peut aussi étre utilisée a titre pré-
opératoire afin de diminuer la taille de la tumeur et le risque de récidive post-
opératoire.

Les traitements de chimiothérapie permettent aux patients d’avoir une
espérance de vie plus longue. L’association de 5FU/leucovorin pendant 6 a 12

mois permet aux patients d’améliorer leur survie de 9 a 14 mois {35].
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La chimiothérapie permet chez les patients atteints de métastases coliques de
prolonger leur temps de survie et de maintenir ou améliorer leur qualité de vie.
La 5FU constitue I’agent thérapeutique le plus utilisé dans les 40 dernicres
années pour le traitement de cancer colorectal [36]. Le 5FU est converti en
fluorodéoxyuridine monophosphate (FAUMP) au sein de la cellule. Ce
meétabolite actif, considéré comme agissant en phase S, est alors en mesure
d’inhiber I’enzyme thymidylate synthase (TS), prévenant la production de
pyrimidine et par le fait méme la synthése d’ADN. Le SFU est aussi incorporé
dans PARN, interférant avec la synthése protéique [37]. Les effets
secondaires limitants sont principalement la diarrhée, I’inflammation des
muqueuses, I’érythéme sévére plantaire et palmaire ainsi qu’une
myé¢losuppression légére. Le protocole le plus utilisé dans les derniéres
années consistait & administrer une quantité fixe par voie intraveineuse 5 fois
par semaine aux quatre semaines. Etant donné le temps de demi-vie court du
5FU et sa spécificité en phase S, il a été démontré qu’il était préférable
d’administrer le tout par infusion intraveineuse prolongée pour accroitre la
proportion de cellules tumorales soumises 4 la cytotoxicité du médicament.
Les effets secondaires, en 1’occurrence, tendaient 4 diminuer.

Les nouvelles approches consistent a utiliser une multi thérapie. L’usage
d’acide folique (FA) permet d’augmenter la réserve intracellulaire de folate
réduit et ainsi de stabiliser le complexe FAUMP/TS. L’utilisation de cet agent
permet de potentialiser I’effet du SFU de 12% [38]. L’ajout de cette molécule
a la thérapie a nécessité des réajustements, bien que bénéfiques, afin de
permettre un meilleur effet cytotoxique.

Les années 1990 ont permis I’apparition d’une nouvelle gamme de
médicaments de deuxiéme pallier. L’irinotécane, inhibiteur de 1la
topoisomérase I, induisant I’arrét de la réplication par des bris dans I’ADN
simple brin. Les platines (e.g. oxaliplatine) induisant des pontages dans
I’ADN menant & I’apoptose de la cellule. Ces médicaments sont utilisés 2 titre
de thérapie alternative chez les patients répondant négativement a I’utilisation
de SFU. Cependant, ils sont encore & I’étude pour une utilisation de premiére
ligne. L’approche actuelle et qui semble étre prometteuse, consiste 3

administrer ces médicaments en combinaison.
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La suite des événements consiste 4 mettre plus d’emphase sur les traitements
oraux. Il a été démontré que les fluoropyrimidines sont autant actives lors
d’une administration par voie orale que par voie intraveineuse. Bien que le
Japon soit en avance sur cette approche, 1’Organisation Européenne de
Recherche et Traitement du Cancer se questionne encore a savoir si les

traitements oraux prévaudront sur le traitement SFU/FA {371.

4. Les transporteurs de médicaments

Les transporteurs revétissent une importance capitale pour effectuer un
tournant technologique dans les thérapies médicamenteuses. La voie orale
étant primée de plus en plus, surtout dans les maladies chroniques qui
nécessitent des traitements successifs ou des traitements a fortes doses, il
importe de trouver des solutions. Les efforts dans ce domaine tentent de
couvrir différentes problématiques reliées aux chimiothérapies : entre autres,
le ciblage au site d’action, la diminution des doses, la réduction des effets

secondaires, I’augmentation du temps de résidence plasmatique.

Le tableau suivant (Tableau 2) fait un résumé des polyméres naturels ou
synthétisés ayant été testés pour le transport de médicaments. Il est aisé de
constater la proportion de polyméres naturels par rapport aux polymeéres
artificiels. Par de multiples constructions, un éventail impressionnant de
polyméres synthétiques peut étre obtenu, un peu a I’exemple de la chimie
combinatoire dans la conception de molécules thérapeutiques. Cependant, de
nombreux candidats seront éliminés lors de tests biochimiques ou lors d’essais

toxicologiques in vitro ou pré-cliniques.
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Tableau 2 : Polyméres naturels et artificiels testés pour le transport oral

de médicaments [39].

Classification

Polymére

Polymeére naturel
Polymére protéinique
Polysaccharides

Polyméres synthétiques
Biodégradable
Polyesters

Polyanhydrides

Polyamides
Polymeres phosphorés

Autres

Non-biodégradables

Dérivés de cellulose

Silicones

Polymeéres acryliques

Autres

Collagene, albumine, gélatine

Agarose, alginate, carragenine, acide
hyaluronique, dextran, chitosan,
cyclodextrine

Acide polylactique, acide polyglycolique,
polyhydroxybutyrate, poly e-caprolactone,
acide poly B-malique, polydioxanones

Acide polysébacique, acide polyadipique,
acide  polyterephthalique et  divers
copolymeres

Polyimino carbonates, acide polyaminée

Polyphosphates, polyphosphonates,
polyphosphazénes
Polycianoacrylates, polyuréthanes,

polyortho  esters, polydihydropyranes,
polyacétales

Carboxyméthyle cellulose, éthyl cellulose,
acétate de cellulose, celluloseacétate
propionate,  hydroxypropyle = méthyle
cellulose

Polydiméthylsiloxane, silice colloidale
Polyméthacrylates,
poly(méthylemétacrylates), poly
hydro(éthylemétacrylates)

Polyviniles, pyrrolidone, éthyle vinyle,
acétate, poloxaméres, poloxamines
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4.1 Transporteurs naturels

II existe plusieurs stratégies pour améliorer le transport et par le fait méme
efficacité d’un transporteur. L’une de celles-ci constitue a greffer une
molécule & un médicament par un lien covalent. Le transporteur est donc
intimement lié au principe actif et diminue ou élimine la possibilité que ce
demnier subisse une quelconque dégradation ou induise des effets secondaires.
C’est ce qu’on appelle normalement un pro-médicament comme dans le cas du
Tegafur, précurseur non actif du SFU. Certains médicaments seront scindés
lors de leur passage au foie dans le cycle entéro-hépatique alors que d’autres
stratégies visent la libération du médicament au niveau du cdlon. Ce dernier
posséde une flore bactérienne hétérogéne relativement stable qui peut étre
d’un intérét énorme pour la séparation du médicament de son transporteur.
Ainsi, le médicament sous sa forme inactive transite jusqu’au colon sans subir
de contrecoups puis une fois métabolisé par les enzymes bactériennes de la

flore indigene, celui-ci est absorbé par les entérocytes [12].

Au nombre de ces activités enzymatiques, on retrouve les enzymes
responsables de la réduction des liaisons azo et nitro. Une stratégie efficace
consiste donc a brancher une molécule « transporteuse » par un lien « azo » a
un médicament, celui-ci étant irrémédiablement scindé dans le célon. C’est le
cas de I’acide 5-aminosalysilate (5-ASA) utilisé dans le traitement de la colite
ulcéreuse. En lui greffant une molécule de transport par un lien azo
(sulphasalazine), le 5-ASA est libéré de fagon optimale au niveau du célon,
réduisant les effets secondaires et augmentant 1’effet thérapeutique. La
performance du médicament se voit améliorée par I’affinement de la stratégie
de transport dans la recherche de I’augmentation du ratio de 5-ASA libéré
[40]). Une stratégie similaire peut aussi étre effectuée, il s’agit de faire des
conjugués glycosylés. Ceux-ci sont faiblement absorbés dans le petit intestin
en raison de leur hydrophilicité et de leur conformation, leur permettant
d’atteindre le colon et d’étre scindés par des glycosidases bactériennes et de

libérer le médicament au site prévu [41].
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Les macromolécules de sucres ou les glycoconjugués représentent une avenue
intéressante au niveau du ciblage, le but étant d’exploiter des ligands déja
existants sur les cellules visées[42]). Un des avantages des polysaccharides
consiste en leur utilisation considérée sécuritaire. Par contre, dans le cas des
cyclodextrines, considérées non-toxiques, la toxicité apparait de maniére
indirecte. La cyclodextrine est un oligomére cyclique de glucose ayant la
capacité de former des complexes avec des molécules organiques et de les
rendre soluble. Ces molécules induisent souvent la formation d’un corps
d’inclusion a I’intérieur lipophile et ’extérieur hydrophile [43]. Elles sont peu
absorbées dans le petit intestin, mais fermentées dans le colon en petits sucres
susceptibles d’absorption. Elles ont une valeur importante pour le transport de
medicaments dans la recherche pharmaceutique. La capacité de lier une
molécule ou de s’y complexer est un effet recherché surtout dans le cas de
molécules chimiothérapeutiques souvent insolubles. Cependant, les
cyclodextrines peuvent réagir avec une grande variété de molécules dont
nombres de carcinogénes lipophiles présents dans le tractus intestinal de
’humain. La B-cyclodextrine est reconnue pour former un complexe avec le
pristane, molécule végétale carcinogéne. Les cyclodextrines sont aussi
capable de s’associer avec des molécules aromatiques toxiques et de les rendre
solubles pour le passage entérique [44]. Ces constatations permettent de
vérifier lefficacité de transporteurs naturels mais aussi de nous mettre en

garde devant la complexité que peuvent amener ces molécules.

Dans la poursuite de la recherche du transporteur oral naturel, des approches
expérimentales ont été effectuées sur des systémes & base de pectine. Déja
utilisé comme excipient, les recherches ont été poussées de 1’avant pour en
faire un transporteur sous forme de gel. La pectine est un sucre présent dans la
paroi cellulaire des plantes, principalement composée d’acide poly(D-
galacturonique) [45). L’un de ces principaux attraits industriels consiste en la
capacité de gélification de la pectine dont I’étude remonte aussi loin qu’ily a
deux siécles[46]. Plus récemment, il a été démontré que les caractéristiques de
degré, température et force de gélation sont proportionnelles au poids

moléculaire et inversement proportionnelles au degré d’estérification de la
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pectine [47]. Ceci a permis de choisir des pectines dont les caractéristiques
physico-chimiques favorisaient le plus le transport de molécules par voie
orale. Un degré d’amidation plus élevé dans les pectines a permis d’obtenir de
meilleures propriétés gélifiantes permettant aussi, a pH faible, d’obtenir des
gels acide-pectine entrelacés [48]. Ces observations ont permis la conception
d’un véhicule protecteur pH-dépendant pour des molécules thérapeutiques.
Cependant, la diversité élargie des pectines rend difficile 1’obtention de
matériel consistant et certaines modifications doivent étre apportées pour
eviter la dégradation enzymatique [45]. Ce type d’hydrogel est un exemple
parmi plusieurs. Il existe autant d’essais de transport de médicaments par
'utilisation de systémes portés sur les réseaux matriciels formés par I’amidon
a haut contenu d’amylose [49] que sur les hydrogels 4 base de chitosan [50,
51].

Le chitosan, pouvant avoir une masse moléculaire aussi élevée que 750 000
Daltons, est aussi utilisé dans la formation de microparticules biodégradables.
Les médicaments anticancéreux de type Paclitaxel peuvent étre incorporés
dans ces microparticules afin de traiter les tumeurs pouvant étre accessibles
par injection [52]. Bien que le transport oral ne soit pas visé par cette étude, le

potentiel de ce polymére naturel prend de I’envergure.

Un autre polysaccharide utilisé dans la formulation de médicaments comme
excipient [53] et dont les recherches sont poussées dans le but d’en faire un
vehicule micellaire pour une administration orale consiste en
I’hydroxypropylcellulose. Ce polysaccharide a la capacité de s’assembler en
micelle a une concentration avoisinant les 4 mg/L et permet le chargement de

molécules faiblement solubles dans I’eau tel que la cyclosporine A [54].
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4.2 Transporteurs artificiels

Au-dela de la formulation traditionnelle, certains polyméres artificiels sont
utilisés pour la formation de micelles. Ces demiéres sont formées lors de
I’atteinte d’une concentration micellaire critique (CMC) d’un polymeére. En
dega de cette concentration, le polymeére est interprété comme étant un
unimére, soit des chaines de polymére distribuées individuellement dans un
milieu aqueux. Les micelles ont I’avantage de pouvoir solubiliser, stabiliser et
transporter des molécules thérapeutiques dont la solubilité aqueuse n’est pas
nécessairement trés bonne [55]. La plupart des propriétés fonctionnelles des
micelles sont basées sur les copolyméres amphiphiles de type Pluronic,
poly(esters) ou poly(acides aminés) par exemple. Il s’agit, en général, de
blocs de poly(oxyde d’éthyléne) (PEO) aux propriétés trés hydrophiles,
combinés & un bloc plus hydrophobe et possédant des propriétés pouvant aider
a la solubilisation du médicament concerné. Le PEO est peu toxique et
accept¢ comme produit pharmaceutique internationalement [56] tandis
qu’approuvé par le Food and Drug Admistration (FDA) en administration
parentérale [57]. Ses propriétés hautement hydrophiles lui permettent d’étre
utilisé afin d’améliorer la biocompatibilité de molécules étrangéres en limitant
I’adsorption aux surfaces hydrophobes [58]. De plus, la formation de
micelles, particuliérement avec le PEO, permet d’impartir une bonne stabilité
stérique par ’assemblage du polymére en un pourtour en forme de brosse.
Ceci permet de diminuer les interactions entre les différentes micelles et donc
de former des corps d’inclusion avec d’autres micelles ou des composantes du
sang [59]. Ceci diminue les chances du complexe d’étre phagocyté par le
systeme réticulo-endothélial (RES), un facteur limitant des transporteurs de
médicaments colloidaux.

L’encapsulation constitue donc une approche prometteuse afin de prolonger
I’absorption et le temps de résidence d’un médicament. Les caractéristiques
de départ des micelles se résument principalement 4 deux choses bien
importantes lorsqu’on parle de transport au niveau du sang; la grosseur des
micelles et la masse moléculaire du polymére qui la compose. Préférablement,
les micelles doivent se situer aux alentours de 100 nm afin que le passage dans

les capillaires ou veinules sanguins soit possible. Les micelles 3 base de
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polymeres de haut poids moléculaire,  partir de 70 000 g/mol, évitent aussi la
clairance par la filtration glomérulaire [60, 61]. Ceci n’élimine pas les
transporteurs qui ne satisfont pas a ces caractéristiques, mais ces observations
permettent d’obtenir en général de meilleurs résultats. Communément, la
vascularisation de tumeurs est souvent plus perméable et le drainage
lymphatique peu efficace. On parle des pores endothéliales des vaisseaux
pouvant laisser passer des complexes allant jusqu’a 1 um [62, 63].
L’utilisation de micelles peut donc devenir avantageuse dans [’optique
d’augmenter le taux de pénétration et d’accumulation a I’intérieur des tissus
atteints, diminuant donc les effets toxiques du médicament dans le reste des
tissus sains et amplifiant la réponse dans les tissus affectés.

La technique la plus utilisée dans la formation de micelles 4 I’aide de blocs de
copolymeres reste la dissolution directe ou la dialyse. L’encapsulation de
lagent actif peut se faire pendant ou aprés la formation des micelles,

I’approche variant selon les polyméres et les utilisateurs [55].

Les micelles formées avec I’association de blocs PEO et d’acides
poly(aminés) permettent des modifications de post-polymérisation dans
lesquelles le médicament encapsulé peut se conjuguer chimiquement au
transporteur. Ce systtme mime un pro-médicament et permet ainsi le
transport de molécules hautement cytotoxiques [64, 65]. Cette construction a
aussi été utilisée pour effectuer de la libération continue de médicament
encapsulé [66]. L’avantage des poly (AA), bien que théorique, réside dans le
fait qu’ils ont une toxicité réduite et qu’ils peuvent étre biodégradables par
hydrolyse chimique ou enzymatique. Cependant, peu d’études de
biocompatibilité et de toxicité ont été effectuées pour vérifier ces dires [55].

Le PEO peut aussi étre formulé en bloc avec des poly(esters). Ces derniers ont
un pass¢ jugé sécuritaire chez I’humain et peuvent subir la dégradation dans
un milieu aqueux [67]. L’association PEO/g-caprolactone permet de former
des micelles semi-cristallines. Ce systéme a été utilisé pour transporter des
immunosuppresseurs in vitro et a démontré une bonne biocompatibilité [68].
Les PEO/poly(esters) ont aussi été exploités dans la solubilisation de I’agent

anticancéreux paclitaxel dont on connait la solubilité trés limitée dans 1’eau.
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La solubilisation par ce systéme a été augmentée de 5000 fois méme sous les
concentrations optimales de CMC [69].

Enfin, les Pluronics sont des triblocs de copolymére de poly(oxyde de
propyléne) (PPO). La structure est celle-ci : PEQ-PPO-PEO et ce polymére, a
faible concentration, est peu toxique. Différents poids moléculaires, tailles et
constructions de balance hydrophile et hydrophobe variables sont disponibles
commercialement ce qui en fait un produit réduisant les difficultés de
synthése. Ce tribloc a démontré la capacité d’inhiber I’action de la P-
glycoprotéine (P-gp) [70, 71] permettant ainsi 1’accumulation de produit
thérapeutique dans les tissus affectés. La stratégie employée lors de
Iutilisation de ces transporteurs est donc d’encapsuler un médicament substrat
de la P-gp pour augmenter ses chances d’internaliser la cellule lors de
I’inhibition du mécanisme de reflux [72]. Les Pluronics sont aussi utilisés

pour augmenter la fluidité des membranes [73].

Les transporteurs micellaires artificiels possédent un potentiel intéressant dans
le transport et permettent la nanoencapsulation de principes actifs. On leur
attribue une toxicité réduite mais qui reste a évaluer plus en profondeur. Si
nous prenons en exemple les Pluronics, un faible nombre de ceux-ci,
disponibles commercialement, sont approuvés pour des applications
pharmaceutiques et médicales par le «Food and Drug Administration »
(BASF corporation, CANADA). Ces copolyméres démontrent souvent un bon
effet de transport mais il ne faut pas mettre de coté le fait que ces molécules
sont, selon leurs propriétés physico-chimiques et leur structures, dans plusieurs
cas, des surfactants et peuvent donc déstabiliser les membranes cellulaires.
Les mécanismes d’absorption dans ces systémes ne sont pas encore définis et
il pourrait s’agir d’un dérangement de la barriére épithéliale qui produit des
améliorations dans I’absorption du médicament mais aussi de molécules non
deésirées.  Cependant, ces transporteurs pourraient représenter une voie
d’avenir pour les médicaments synthétisés ou naturels complexes qui ont une
trés faible solubilité. Il s’agit d’accroitre la caractérisation de ces systémes

pour sécuriser I’utilisation de ces véhicules.
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5. Les exopolysaccharides (EPS)
5.1 Composition

Les bactéries synthétisent différentes classes de polysaccharides dont la
plupart sont utilisés dans la construction de la paroi cellulaire et de la capsule
lorsque présente. On nomme les polysaccharides structuraux attachés de facon
permanente 4 la capsule des polysaccharides capsulaires. Les polysaccharides
sécrétés sous la forme d’une couche visqueuse indépendante de la paroi et de
la capsule de la bactérie sont appelés exopolysaccharides (EPS). Par contre,
plusieurs ouvrages parlent de EPS comme étant le regroupement de ces deux
familles [74].

Il existe deux groupes d’EPS soit les homo et les hétéropolysaccharides. Ces
deux variantes sont distinguables par leur composition. Les
homopolysaccharides sont des polyméres composés d’une seule unité
monosaccharidique répétée, les unités sont attachées entre elles par des
liaisons d’homogénes a variées [75]. On peut alors parler d’a-glucans
(dextrans, mutans) dont la prépondérance de liaisons o-1-6 dans le premier cas
ou de liaisons a-1-3 dans le deuxiéme est marquée par des branchements de
ramifications en positions 2,3 ou 4 [75]. Le polymeére ainsi formé atteint des
hauts poids moléculaires allant de 80 a 7,1x10° Daltons [76].

Pour leur part, les hétéropolysaccharides sont formés par la répétition d’un
oligosaccharide de trois a sept résidus de long, lui-méme composé d’un
minimum de deux variétés d’unités monosaccharides. Cette structure ainsi
formée est répétée un nombre variable de fois permettant I’obtention de

chaines allant dans le million de daltons.

Les exopolysaccharides sont en général des polyméres stables, sécuritaires,
non-toxiques, hydrophiles, gélifiants et biodégradables. [77]. Les souches
bactériennes les produisant, lorsque celles-ci sont des LAB, possédent souvent
appellation GRAS (Generally Recognized As Safe), rendant ainsi

I’acceptation du polymére plus facile par les organismes de réglementation,
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5.2 Fonctions

Les polysaccharides membranaires sont reconnus pour jouer plusieurs rdles
importants chez les bactéries comme I’attachement, la reconnaissance
cellulaire via des lectines, la virulence, la formation de biofilms, la résistance
au stress [78]. Cela souléve la question du rdle encore obscur que les
polysaccharides sécrétés dans le milieu pourraient exercer, car ils sont cotiteux
en énergie a produire. Certaines hypothéses ont été postulées. Dans la plupart
des environnements naturels, le style de vie prédominant des microorganismes
est de s’associer avec une surface en formant des biofilms. Les EPS pourraient
donc ainsi permettre de coloniser des niches écologiques. Les EPS pourraient
aussi étre un moyen de défense des LABs contre les phages, car ils
préviendraient I’adsorption [79]. Ils protégeraient aussi les bactéries contre la
prédation par les protozoaires, la dessiccation, la phagocytose, les
antibiotiques et les composés toxiques et antimicrobiens (e. g. ions métalliques,
dioxide de souffre, éthanol, nisine...) [78, 80]. Il est peut probable que les
EPS servent de réserve de nourriture étant donné I’absence des enzymes
hydrolytiques nécessaires 4 leur dégradation chez la plupart des LABs les

produisant [78].

Les EPS microbiens forment une classe importante de polyméres dont les
propriétés intrinséques sont entre autres définies par leur charge, leur poids
moléculaire, leur rigidité, leurs chaines latérales ainsi que par la nature des
unités monosaccharidiques les composant et les liaisons les unissant [33] (voir
Figure 2). Il existe une variété de polysaccharides couramment utilisés dans
'industrie alimentaire comme additifs qui sont produits par les plantes
(cellulose, pectine, amidon [81], gomme de caroube et de guar (78], les algues
(agar, alginate, carragénine) et les bactéries (alginate, dextran, gellan, pullulan,
xanthane) [81]. Cependant, I'utilisation ne se limite pas a I’industrie
alimentaire, mais leur diversité les améne dans des champs aussi variés que les

domaines pharmaceutique, biomédical, métallurgique et pétrolifére [75].
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Figure 2 : Clichés de la structure moléculaire dynamique du EPS de
Lactobacillus helveticus Lh59 dans I’eau. La structure (...—3)-a-p-Galp-
(1-3) B-D-Glcp-(1—>3)-B-D-Glc-(l—»5)-[B-D-Galp-(1—»4)-B-D-Glcp-(l—>3)]-
B-p-Galf-(1—...) est alignée sur le branchement monosaccharidique f-p-
Galf . Tiré de Jolly et collaborateurs [33].

5.3 Kéfir

Généralement, la production d’exopolysaccharides par les LABs est faible et
varie beaucoup selon les conditions de culture [78]. C’est pourquoi, en raison
de leur forte production, la recherche a été poussée dans la direction des EPS
de bactéries Gram-négatives dans les années précédentes [82].

L’affinement des méthodes de récupération a permis d’orienter la recherche
sur les EPS vers les souches Gram-positives telles que les LABs. Les EPS
utilisés dans le cadre de ce projet sont issus des grains de kéfir, ces derniers
sont obtenus par la fermentation du perméat de lactosérum par un consortium

de LABs et de levures.
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5.3.1 Provenance

Le keéfir est un lait acide et faiblement alcoolisé [83], originaire des montagnes
caucasiennes, fermenté par des grains de kéfir. Ces grains sont composés d’un
consortium symbiotique de bactéries lactiques (LAB), de bactéries acétiques et
de levures, fermement imbriqué dans une matrice polysaccharidique visqueuse
[84]. La microflore varie en fonction de la région d’isolement des grains. Les
grains de kéfir sont gélatineux, blanchatres, ont un diamétre entre 0,1- 4cm et

une forme irréguliére rappelant le chou-fleur [83].

5.3.2 Composition

Les LABs représentent de 83-90% de la microflore des grains de kéfir et les
levures de 10-17% [85]. Il y aurait plus de 40 espéces de LABs dans les grains
de kéfir dont la plupart se partagent entre les genres suivants : Lactobacillus,
Lactococcus, Streptococcus 75, 84-86). Cependant, ce sont les levures qui
sont majoritairement responsables de I’ardme et de la saveur du kéfir. La
distribution des différents microorganismes dans les grains de kéfir a été
¢tudiée par microscopie électronique a balayage [83, 84]. Ces études ont
montré que les bactéries en batonnets courts se retrouvaient a la surface des
grains de kéfir. Le centre des grains de kéfir ayant une forme de choux-fleurs
est plutdt occupé par des bactéries encapsulées, en forme de larges batonnets
rugueux. Ces derniéres sont indispensables a la propagation des grains. [83].
Les interactions des microorganismes entre eux et avec la matrice créent un
microenvironnement qui est essentiel a la propagation des grains. Bien que le
keéfiran soit le support primordial pour la production de grains de kéfir, il est
impossible de reconstituer des grains de kéfir en mélangeant du kéfiran avec
des cultures pures de tous les microoganismes qui composent les grains, méme
si les proportions sont conservées. Cela indique une symbiose biologique

nécessaire a la constitution des grains de kéfir.

L. kefiranofaciens est le principal producteur de kéfiran dans les grains de
keéfir [84, 87]. Cette souche bactérienne fut isolée pour la premiére fois par

Fujisawa et collaborateurs (1988) et décrite par Arihara et collaborateurs
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(1990) [83, 88]. Cette bactérie Gram npositive encapsulée, anaérobie
facultative en forme de batonnets rugueux moyens a longs, non mobile,
catalase négative, ne formant pas de spores et mesurant entre 0,4-1,0 um par
3,5-20 pm (souche K, ), a été isolée par le groupe de Keizo Arihara [83].
Apreés une croissance de dix jours sur gélose, les colonies ont un diamétre de
4.0 mm et sont translucides, rugueuses, visqueuses et blanches. La température
de croissance optimale se situe entre 30-37°C et la croissance est inhibée en-
deca de 15°C et au-dessus de 45°C. C’est une bactérie homofermentaire, c’est
a dire une bactérie dont au moins 90% du produit final de fermentation est
constitué d’acide lactique. L. kefiranofaciens peut fermenter le glucose, le
galactose, le mannose, le fructose, le maltose, le lactose, le melibiose, le

sucrose et le raffinose [83].

5.3.3 Kéfiran

La matrice formant la structure des grains de kéfir est composée de kéfiran, un
glucogalactane branché soluble [89], contenant un rapport de p-glucose et de
p-galactose de 1 : 1,22 [90, 91]. Le kéfiran représente au moins 24% du poids
du matériel sec des grains de kéfir [90]. La structure chimique de cet
hétéropolysaccharide a été proposée par Yokoi [92] et Mukai [93], mais I’EPS

a €té isolé et décrit pour la premiére fois par La Riviére et Kooiman [86].

5.4 Propriétés physiologiques des EPS

Les EPS, dont le kéfiran décrit, gagnent 4 étre connus comme modulateurs
biologiques. Le nombre de polyméres de la sorte ne cesse d’étre identifié et
beaucoup d’efforts sont présentement mis a définir une meilleure

caractérisation de la provenance des effets biologiques observés.

Le B-(1-3)-glucan est un exemple de molécule qui affiche des propriétés
modulatrices en fonction du poids moléculaire des chaines employées. Les
effets vont de D’activité antitumorale 3 1’augmentation de I’activité anti-

microbienne des neutrophiles et de I’activité fonctionnelle des macrophages
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[94]. Les glucans stimulent aussi la prolifération des monocytes et des
macrophages et ont une activité hématopoiétique. Le mannan, pour sa part, est
immunosuppresseur et retarde les réactions d’hypersensibilité retardée.
L’acide hyaluronique prévient le rejet de greffe tout en préservant I’organe et

posséde aussi une activité tégumentaire curative [94].

Schizophyllum commune Fries est un champignon produisant un EPS, le
schizophyllan (SPG), dont les effets anti-tumoraux ont été démontrés sur des
cellules tumorales de carcinomes de poumons de Lewis [95]. Sakagami et
collaborateurs ont ensuite ciblé plus précisément le mécanisme lié 3 Ieffet
anti-tumoral observé. Le SPG (0,05% p/v) a démontré une augmentation de
100 fois la concentration d’ IFN-y et de 6 fois I’IL-2 dans des cellules
mononucléaires périphériques du sang (PBMC). Cette évidence a aussi permis
d’¢tablir des hypothéses sur les caractéristiques antibactériennes de cet EPS.
[96].

Dans la méme lignée, le champignon Ganoderma lucidum produit aussi un
exopolysaccharide possédant des effets anti-tumoraux [97] particuliérement
par la répression a la baisse de I’expression de I’activateur urokinase
plasminogéne (uPA) régulé de NF-kB et de son récepteur ce qui supprimerait
la migration de cellules tumorales impliquées dans le cancer du sein hautement
invasives [98]. Ses effets immunostimulants par la production de cytokines
pro-inflammatoires du type TNF-a ont aussi été mis de 1’avant tout comme

son potentiel anti-oxydatif sur les radicaux superoxides et hydroxyles [99].

Récemment, la recherche a été dirigée sur les exopolysaccharides de plantes.
Par exemple, I’EPS de I’Aloe vera (acemannan) présente des modulations au
niveau de biomarqueurs associés au processus de carcinogénése in vitro [99].
Les effets immunostimulants observés par cet EPS (entre autres
I’augmentation d’un facteur de 100 dans la production d’IL-6, de 10 dans la
sécrétion de TNF-a sur la lignée cellulaire RAW de macrophage murin [100])
ont poussé a utiliser ce polymére dans le traitement de fibrosarcomes chez les

chiens [101], dans la guérison d’ulcéres chez les humains [102] . Des études
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in vitro ont aussi démontré un effet anti-viral de ce polymeére contre certains

virus d’immunodéficience humains [103].

Des ¢tudes ont montré que certains des EPS produits par les bactéries lactiques
apportent des bénéfices sur la santé comme la réduction des ulcéres et des taux
de cholestérol [3, 81, 104]. 11 a également été prouvé que L. rhamnosus
sécréte un polysaccharide qui stimule ’expression de certaines cytokines (IL-
6, IL-12, TNF-a) (7, 81, 85]. Il a aussi été avancé que les EPS seraient
bénéfiques pour les probiotiques afin d’aider dans leur processus de
colonisation au niveau du TGI [33].

Egalement, les polysaccharides qui sont dégradés dans le cblon peuvent étre
fermentés par la microflore en acides-gras a courtes chaines (SCFAs). Ces
SCFAs procurent de I’énergie aux cellules épithéliales du célon et pourraient
méme exercer un effet protecteur contre le cancer colorectal [84, 105).

Les polysaccharides qui ne sont pas dégradés dans le colon peuvent
directement offrir une protection contre le cancer colorectal en augmentant la

densite des selles ou en absorbant spécifiquement les cancérigénes [85, 105].

Le groupe de Shiomi et collaborateurs a, au début des années 1980, mis de
’avant les effets antitumoraux d’une portion soluble de polysaccharides
provenant de grains de kéfir (KGF-C) [2,4,8]. Ce polysaccharide administré
oralement a permis d’obtenir une régression de 40-59% (solutions de KGF-C
de 0,02%-0,1% (p/v) respectivement) sur les carcinomes d’Ehrlich (EC)
injectées sous-cutané (s.c.) & des souris. Une régression de 21% et 81%
(KGF-C 0,02% et 0,1% (p/v)) a aussi été observée sur des souris ayant regu en
injection une autre lignée cellulaire tumorale : le Sarcome 180 (S-180) (2, 4].
Des doses inférieures a 0,1% (p/v) de KGF-C (0,05mg - 0,25mg) ont aussi été
injectées intrapéritonéalement (i.p.) provoquant aussi une régression dans une
echelle variant entre les 60 4 80% des mémes cellules tumorales injectées
sous-cutan¢es [2]. Le méme exopolysaccharide a ensuite été utilisé pour
¢valuer la réponse de souris 4 un test d’hypersensibilité retardée. Le KGF-C a
été administré oralement et une corrélation a pu étre établie entre I’inhibition

de la croissance tumorale et une réponse d’hypersensibilité de type réduite
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(DTH) é¢levée chez des souris développant des tumeurs solides. Cependant,
I’EPS réprime la réponse DTH chez des souris saines d’environ 80% (KGF-C
0,1% p/v) [4]. Dans une étude subséquente des mémes auteurs, le polymére a
été marqué au tritium afin d’évaluer sa distribution lors du gavage chez des
souris. Le contenu des féces comptait pour 77,37% de la radioactivité, alors
que le reste de la radioactivité était retrouvée dans le thymus (0,002%), la rate
(0,032%), les poumons (0,015%), le cceur (0,025%), les reins (0,25%), le foie
(0,28%), 1a vessie (0,84%), le sang (0,66%) et dans I’urine (2,88%) [8]. Cette
étude avait pour but de supporter 1’évidence du passage en circulation du
KGF-C et de I’activation directe des populations de lymphocytes T dans le
thymus et la rate par le KGF-C [8].

Ce survol des effets physiologiques des EPS montre leur potentiel dans le
domaine de la santé. Cependant, beaucoup de recherche reste a effectuer étant
donné le peu de connaissances sur les mécanismes d’action de ces EPS comme

modulateur biologique au niveau de 1’héte.

6. Objectif de travail

Le but de ce projet vise a pousser plus loin les connaissances sur les avenues
du polymére isolé du consortium des grains de kéfir. Les effets anti-tumoraux
du kéfiran ont déja été mis de I’avant. Par contre, le comportement du
polymere en solution reste a évaluer. Les EPS pourraient représenter un
polymére intéressant dans une optique de transport. Ses caractéristiques
physico-chimiques et les observations établies dans la littérature sur ses
fonctions biologiques permettent d’avancer I’hypothése que les EPS
pourraient avoir un potentiel d’agir comme un transporteur synergique. Le
cancer colorectal représente un bon modéle pour débuter ces travaux étant
donné que les EPS présentent des caractéristiques de résistance a I’acide et aux
enzymes et possédent les caractéristiques physicochimiques nécessaires afin
d’étre acheminé intact jusqu’au célon. Pour permettre la réalisation du projet,
il fallait identifier par les techniques connues si les EPS isolés de notre
consortium pouvaient former une structure favorable au transport de

molécules.
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Nous avons commencé par effectuer la production des EPS. La suite du projet
a consisté en une série d’étapes en paralléle, soit débuter la caractérisation du
polymére tout en vérifiant sa capacité a former un réseau micellaire par des
techniques de fluorescence. La toxicité des EPS produits, seuls ou formulés
avec divers médicaments, a été évaluée en culture cellulaire. Avec des
résultats de formation de micelles encourageants, des pharmacocinétiques sur
des rongeurs ont ét¢ entreprises avec les EPS formulés 4 des sondes
fluorescentes. Enfin, I’efficacité de nos formulations a été déterminée sur des

modeles de cancer induits ex vivo et in vivo sur des souris.
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CHAPITRE 2 : MATERIEL ET METHODES
1. Exopolysaccharides
1.1 Source

Les exopolysaccharides sont issus de grains de kéfir dont les bactéries ont
éte adaptées pour croitre dans le lactosérum non supplémenté. Les grains

de kéfir sont fournis par Technologie Biolactis Inc.
1.1.1 Extraction

Les grains de kéfir sont dissous & un ratio optimal de 2% (p/v) dans de
I"eau distillée et extraits pendant 3h & 100°C sous une agitation rotative de
250 RPM. Chaque lot se fait dans un volume de 100 litres dans un
fermenteur New Brunswick (NAT’L BD no. 452) d’une capacité de 250

litres muni d’un agitateur a double ailette.
1.1.2  Purification et conservation

L’homogénat récupéré a I’étape d’extraction est ensuite filtré sur une
membrane de 0,60 m? d’une porosité de 0,45um (Hydrosart, Sartorius) par
un processus de filtration tangentielle (Pellicon) afin d’éliminer les
impuretés grossiéres, les bactéries et les levures. Le liquide est propulsé
dans le systéme de filtration & double cassette par une pompe (Labtop 250,
Teknoflow) fonctionnant 4 50 Hertz. Le filtrat est récupéré a une pression
de sortie de 15 psi.

Le filtrat est ensuite concentré sur deux membranes de 0,46 m* d’une
porosité de 3KDaltons (Centrasette 3K, Pallfiltron) par le méme processus
de filtration tangentielle. Cette étape permet d’obtenir un facteur de
concentration de 20 fois. Le concentré est centrifugé a 7500 X g 15
minutes a 4°C, puis le surnageant récupéré est précipité avec un volume
égal d’éthanol pur pour 16 heures 4 4°C. Le précipité engendré est ensuite

récupere par centrifugation (7500 X g, 15 minutes a 4°C), puis dissous
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dans un volume minimum d’eau distillée et les impuretés protéiques
insolubles sont éliminées par centrifugation (7500 X g, 15 minutes a
22°C). Le surnageant est ensuite lyophilisé. Les EPS obtenus sont gardés
sous vide dans un dessiccateur. Dans I'intérét d’améliorer la purification
et d’éliminer les étapes de précipitation & 1’éthanol, des échantillons du lot
NBE4 ont été soumit 4 une étape subséquente de dialyse. Lors de cette
étape, 250 ml d’une solution d’EPS 1% (p/v) ont été dialysés contre une
membrane de porosité de 100 KDaltons (Spectra por) pendant 48 heures 2
2 changements d’eau par jour. Dans un autre essai, un échantillon d’EPS
NBE4 a subit la méme dialyse, cependant, préalablement a cette étape, les
EPS ont été traités avec une protéase (Protease type XIX d’Aspergillus
sojae) a une concentration de 4 U / 100 ml & 37°C pendant 1 heure. Les

EPS ont ensuite été lyophilisés.
1.2 Caractérisation chimique

Suite a la production, les EPS ont été soumis & une analyse chimique pour

déterminer leur composition.
1.2.1 HPLC

Les EPS (1 mg/ml) sont hydrolysés dans une solution 1N final de HCI / eau
déionisée pendant 3 heures & 100°C. La solution est neutralisée avec du
NaOH IN. Le tout est filtré sur 0,22 pM puis dilué 1:5 dans de P'eau
déionisée pour I’analyse subséquente. Des standards sont préparés a 1mM
(glucose, galactose, fructose, lactose, mannose, N-acétylglucosamine, xylose)
dilués & une concentration de 100 uM pour I’analyse. Le D (-) arabinose

constitue le contrdle interne (100 uM).

Les analyses sont effectuées sur un systtme HPLC Dionex DX-500 muni
d’une colonne CarboPack™® PA-10 (4 X 250 mm) (Dionex) équilibrée dans
une solution de 18 mM de NaOH avec un débit linéaire de 119,4 cm/h. Pour

les analyses, 100 pul d’échantillon sont injectés selon le méme débit. Le
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programme d’élution est présenté au Tableau 3. Un systéme de détection a

ampérométrie pulsive couplé & un ordinateur a été utilisé.

1.22 H-RMN

L’analyse par H-RMN et I’analyse des liens (linkage analysis) ont été
effectuées par 1’équipe du Dr. Michel Gilbert Ph.D dans une collaboration
avec le CNRC a Ottawa.

1.2.3  Analyse élémentaire

L’analyse élémentaire du carbone, de I’azote, de Phydrogéne a été réalisée par
le service d’analyse élémentaire de I’université de Montréal. Environ 2 mg
d'échantillon sont déposés dans une cupule d'étain. Celle-ci est placée a
l'intérieur d'un auto-échantillonneur purgé avec un courant d'hélium continu.
Les échantillons sont introduits un & un, a intervalle régulier dans le réacteur
de combustion, un tube de quartz maintenu 3 1021°C. A I'intérieur du
réacteur, le courant d'hélium est temporairement enrichi avec de l'oxygéne pur.
L'échantillon et son contenant fondent. L'étain provoque une violente réaction
de combustion sous cette atmosphére enrichie d'oxygéne. Dans ces conditions
favorables, toutes les substances organiques et inorganiques, méme les plus
résistantes, sont oxydées et converties en produits de combustion: CO,, H,0,
N2, SO,. Les gaz de combustion sont transportés dans la colonne
chromatographique (Fisons AE 1108, CHNS) par le gaz porteur. Ils sont
séparés et détectés par un détecteur de conductivité thermique qui donne un
signal correspondant a la concentration de chacun des composants : C, H, N,
S.
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Tableau 3 : Programme d'injection des solvants en vue de l'identification
des unités monosaccharidiques composant les EPS.

Temps (minutes) % A (eau Milli-Q) %B (NaOH 200 mM)
0 91 9

15,0 91 9

25,0 0 100

40,0 0 100

40,5 91 9

55,0 91 9

1.3 Caractérisation physique

1.3.1 Microscopie électronique

La solution d’EPS 1% (p/v) déposée sur une grille a microscopie a été
centrifugée a 120 000 X g, 5 minutes 4 température ambiante (microfuge) puis
colorée a I’acétate d’uranyle. L’échantillon a été observé a I’aide d’un
microscope électronique 4 transmission Hitachi 4 un grossissement de 120
000X par Robert Alain du Service de Microscopie de I’Institut Armand-
Frappier.

1.3.2  Spectrofluorométrie

Une solution de 20 pl de pyréne/acétone (Sigma) a été déposée a une
concentration de 50 pM dans des tubes de borosilicate (Fisher). Suite a
I’évaporation a I’air libre de I’acétone, 2 ml de différentes dilutions d’EPS
allant de 1% a 0,001% (p/v) ont été déposées dans ces mémes tubes. Les tubes
ont ensuite été laissés & ’obscurité pendant 72 heures puis une lecture a été
effectuée au spectrofluoromeétre (Eclipse, Varian) a une longueur d’onde
d’excitation de 340 nm et dans un spectre d’émission allant de 350 nm a 600
nm. La concentration micellaire critique (CMC) est ensuite déterminée par le

ratio de D’intensit¢ de fluorescence des signaux I3/I) correspondants aux



35

longueurs d’ondes d’émission de 393 nm et 373 nm respectivement. La CMC

correspond au point d’inflexion de la courbe sigmoidale produite [106].

La deuxi¢éme méthode consiste a utiliser de ’eau saturée en pyréne (100 nM)
et agitée 16 h a ’obscurité aprés ’ajout de pyréne. Des dilutions de cette
solution d’EPS (1% (p/v))/pyréne ont ensuite été préparées afin d’atteindre des
concentrations allant jusqu’a 0,001% (p/v). Un spectre d’excitation était
ensuite effectué de 300 nm 4 360 nm a une longueur d’onde d’émission de 390
nm avec un spectrofluorométre (Eclipse, Varian). La CMC est calculée par le
ratio des signaux de fluorescence obtenus 4 des longueurs d’onde d’excitation
de 333 nm et de 336 nm (I33¢/1333) [54].

2. Cellules cancéreuses

2.1  Origine

La lignée cellulaire immortalisée adhérente B16F10 (ATCC, Rockville, MD,
USA) est issue d’un mélanome de peau de souris (Mus musculus).
Les CaCo-2 (ATCC, Rockville, MD, USA) sont des cellules immortalisées

adhérentes d’adénome de cancer colorectal humain (Homo sapiens).

2.2 Conditions de culture

Les cellules B16F10 sont maintenues dans du milieu DMEM (Invitrogen)
complété a 10% de FBS et 1% Penicilline/Streptavidine a 37°C dans une
atmosphére 4 5% de CO,. Elles sont trypsinisées a Paide de trypsine-EDTA
(Invitrogen) pendant 5 minutes puis diluées 1 :10 et ce tous les 3 ou 4 jours
dépendant de la confluence des cellules.

Les cellules CaCo-2 sont utilisées dans du milieu MEM-a complété a 20% de
FBS et 1% Penicilline/Streptavidine 4 37°C dans une atmosphere a 5% de
CO,. Elles sont maintenues dans du milieu MEM-« complété a 10% de FBS
et 1% Penicilline/Streptavidine a 37°C dans une atmosphére a 5% de CO,.
Elles sont trypsinisées a ’aide de trypsine-EDTA (Invitrogen) pendant 5

minutes puis diluées 1 :3 a tous les 4 jours.
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La différenciation des cellules CaCo-2 en épithélium s’effectue en laissant les
cellules de 14 a 21 jours sur le méme support. Cependant le milieu de culture
est changé a tous les deux jours étant donné la densité cellulaire. Cela permet
le maintien des cellules en santé et la formation d’un épithélium.

La composition des milieux de culture utilisés est présentée en annexe.

2.3 Tests de viabilité

Les cellules sont ensemencées & 500 cellules/puits pour les B16F10 ou 1000
cellules/puits pour les CaCo-2 dans un volume de 200 pl. Aprés 24 heures, les
cellules sont exposées a différentes solutions d’agent anticancéreux (5FU) a
des concentrations de 0,5 pg/ml 4 100 pg/ml, ou a des solutions d’EPS seuls
(0,1% (p/v)) ou a des formulations EPS/5FU. Apres 72 heures le milieu est
remplacé par 100 pl de PBS 1X contenant 0,2 mg/ml final de 2,3-Bis(2-

methoxy-4-nitro-5-sulfophenyl)-2H-tetrazolium-5-carboxanilide (XTT).

Apres 4 heures, I’absorbance est relevée a 450nm.

3. Pharmacocinétiques (PK)

3.1 Modgele de rongeurs

Des groupes de 3 4 9 rats Wistar femelles agées de 7 semaines et d’un poids
d’environ 200g (Charles River, Ontario) sont utilisés pour les expériences de
PK. Aprés une semaine d’acclimatation, les rats sont pesés puis randomisés
selon leurs poids. Les rats sont gavés avec 1 ml de chacune des solutions
(I’ajustement du volume se fait en fonction du poids de I’animal, ainsi chaque
animal regoit 1 mg/kg de fluorescéine (FL) ou 10 mg/kg de rhodamine 123
(R123)) puis les rats sont saignés de 250 pl a différents temps (de 0 & 8 heures)
par la veine jugulaire, le sang prélevé n’excédant pas un volume total
correspondant, en volume, & 10% de leur poids et ce 4 I’intérieur d’une période
de 2 semaines. La saignée se fait sans anesthésie a I’aide de seringues de 1 ml
et d’aiguilles 23GX1 (Protocole CISAU # 0100-03 )- Selon les expériences,
les concentrations d’EPS varient de 0,1% (p/v) @ 5% (p/v). Les sondes

fluorescentes sont ensuite ajoutées aux solutions d’EPS. La nouvelle solution
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est vortexée 1 minute puis laissée a I’équilibre 30 minutes avant d’étre
administrée telle quelle.

Les expériences de PK sont reprises une deuxiéme fois avec les mémes
animaux. Deux semaines de repos sont octroyées aux rats pour leur permettre
de rétablir leur hématocrite et permettre 1’élimination des sondes fluorescentes
résiduelles. Les rats sont a4 nouveau randomisés selon leur poids afin

d’équilibrer tous les groupes.

3.2 Analyse par spectrofluorométrie

Les sangs récoltés dans des tubes héparinés de 500 pl sont centrifugés a 12000
X g pour 5 minutes & température ambiante. Le plasma est récolté puis
congelé a -80°C jusqu’aux analyses. Cinquante microlitres de plasma sont
dilués dans 550 ul de PBS 1X (Sigma). Les échantillons contenant la FL sont
excités a une longueur d’onde (Aex) de 495nm et lus a une longueur d’onde
d’émission (Aem) de 515 nm. Les échantillons contenant la R123 sont excités
a une longueur d’onde de 512 nm et lus a une longueur d’onde d’émission de
540 nm. Les concentrations sont déterminées en fonction de courbes étalon

effectuées avec chacun des produits dilués dans du PBS 1X.

4, Modéle murin de cancer

4.1  Préparation

Des groupes de 10 souris Balb/c femelles dgées de 7 semaines sont utilisés
pour les expériences. Un volume de 1 ml de 10° cellules cancéreuses B16F10
est injecté intrapéritonéalement aux souris, ces demiéres ayant eu une période
d’acclimatation d’une semaine. Aprés quatre jours les souris regoivent leur
traitement en injection intrapéritonéale. Les traitements sont: la saline
(contrdle), le SFU 100 mg/kg ou les EPS 0,1% (p/v) ou une formulation
EPS/5FU. La dose maximale est décidée en fonction de la dose létale 50
(LD50) du produit (Sigma), puis un seul traitement est donné au jour 4 suivant
Iinoculation [107] (Protocole CISAU # 0305-02).
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4.2  Analyse

La survie est observée sur une période de 44 jours. Les souris sont pesées aux
deux jours. Les souris mortes sont disséquées lorsque possible pour

’observation des organes.

5. Modé¢le de récupération in vivo

5.1 Préparation

Des cellules BI6F10 4 60% de confluence sont exposées a 0.1 M de
paclitaxel-diméthylsulfoxyde (DMSO) ou  une formulation EPS 0,1% (p/v)/
paclitaxel 0,1 M-DMSO pendant 3h. Les cellules sont ensuite trypsinisées.
Quatorze souris/groupe C57BL/6 femelles agées de 7 semaines sont utilisées.
Aprés 1 semaine d’acclimatation, les souris regoivent une injection
intramusculaire de 100 ul d’une solution de cellules cancéreuses traitées
(Protocole CISAU # 0211-22). La balance des cellules non injectées est
remise en culture dans du milieu frais pour déterminer si les cellules

reprennent leur croissance.

5.2 Analyse

Aprés 2 semaines, le muscle est disséqué pour déterminer s’il y a formation de

tumeur par observation visuelle.
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CHAPITRE 3 : RESULTATS

3.1 Caractérisation

3.1.1 Rendements

Les grains, utilisés pour I’extraction d’EPS, ont été produits en deux lots : le
lot K1 et le lot K2. Les lots d’EPS issus du lot K2 correspondent aux numéros
de lots ’EPS NBE2 et NBE4 alors que I’EPS NBE3 est issu des grains de
kéfir du lot K1 (voir Tableau 4). 1l est donc possible de constater les
différences au niveau du rendement d’extraction des EPS selon le lot de grains
utilisé. Les lots NBE2 et NBE4 ont un rendement cinq fois supérieur a celui
du lot d’EPS NBE3.

Tableau 4 : Rendements de production des différents lots d’EPS. Les
rendements sont exprimés en mg d’EPS par litre de milieu de départ lors
de la dissolution des grains de kéfir et donnés en mg d’EPS par gramme
de grains de kéfir utilisés.

Lot d’EPS Rendement (mg/L) Rendement (mg/g)
NBE2 260 13
NBE3 55 2,6
NBE4 294 15

3.1.2 Composition et structure

Suite & la récupération des EPS, ces derniers ont été soumis a une hydrolyse
acide afin de déterminer leur composition monosaccharidique (Voir Figure 3).
Les différents profils ont été comparés a des standards monosaccharidiques
afin d’étre identifiés selon leur temps de rétention. Le contrble interne (signal
2) correspond & I’arabinose et les signaux 3 et 4 correspondent respectivement
au galactose et au glucose. Le ratio moyen obtenu lors de I’hydrolyse acide

des différents lots d’EPS est de 1,33 : 1 galactose/glucose.




40

e

Gal
Glc

nC

[t ]

STocul

0 50 100 150 200 250 300 330 400
minutes

Figure 3 : Profil HPLC type aprés hydrolyse acide des EPS (lot NBE4).
Ctrl. int. : arabinose 100 pm, Gal : galactose, Glc : glucose.

Les échantillons d’EPS NBE2 ont ensuite été envoyés au Dr. Michel Gilbert
(CNRC, Ottawa) afin de procéder a une analyse plus approfondie par
’entremise d’un laboratoire spécialisé dans les spectres de résonance

magnétique nucléaire des sucres (voir Annexes).

Le profil obtenu par résonance a permis I’élaboration de la structure
hexamérique la plus fréquente dans 1’échantillon (voir Figure 4) par une
analyse computationnelle de branchement. La structure est en accord avec la
structure connue du kéfiran [93], polymére de sucre permettant 1’unification

du consortium bactérien dans son milieu de culture lors de la fermentation.
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B-p-Gle-(1—2(6))-B-p-Gal-(1—4)-a-p-Gal-(1—3)-B-p-Gal-(1—4)-p-Glc
6(2)
]
1
X

X=B-p-Gal

Figure 4 : Structure probable du EPS NBE2 déterminée par analyse de
branchement effectuée par 1’équipe du Dr. Michel Gilbert Ph.D. (CNRC,
Ottawa). La structure est similaire a la structure du kéfiran retrouvée
dans la littérature [93).

3.1.3 Analyse élémentaire

Les échantillons d’EPS ont été envoyés au service d’analyse élémentaire de
Iuniversité de Montréal afin de déterminer la structure élémentaire de nos
sucres. Le Tableau 4 illustre les pourcentages de chacun des atomes analysés
des différents lots d’EPS isolés du consortium ainsi que les pourcentages
retrouves dans la littérature pour le kéfiran [2]. Les données obtenues sont
similaires pour les proportions d’hydrogéne et de carbone. Cependant une
différence est visible pour la proportion d’azote entre les différents lots d’EPS
et les pourcentages d’azotes retrouvés dans la littérature pour le kéfiran. Afin
de vérifier si I’azote contenu dans nos échantillons était de nature protéique ou
saccharidique, nous avons traité notre lot NBE4 avec une protéase et I’analyse
élémentaire a été faite de nouveau. Le pourcentage d’azote du lot NBE4 a

diminué 4 0,55%, une valeur comparable au kéfiran de la littérature,
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Tableau 5 : Pourcentage d’éléments tels que le carbone (C), ’hydrogéne
(H), ’azote (N) et le soufre (S) contenus dans nos EPS en comparaison
avec les pourcentages déterminés dans la littérature pour le kéfiran [2].
Déterminés par le service d’analyse élémentaire de 1°Université de
Montréal.

P/p (%)
Atomes C H N S
EPS NBE2 42,50 7,15 4.06 0
EPS NBE3 42,16 6,96 5,06 0
EPS NBE4 40,65 6,62 2,73 0
EPS NBE4 digéré * 39,56 6,62 0,55 0
Kéfiran 41,83 6,19 0,20

* traité tel que décrit dans la section Matériel et Méthodes.

3.1.4 Microscopie électronique

Suite a la caractérisation chimique, les EPS en solution (1% (p/v)) ont été
observés par microscopie électronique (voir Figure 5). Des structures
ressemblant a des liposomes monocouches ont été identifiées comme étant nos
EPS formant des micelles de I’ordre des 50nm jusqu’a 700nm. Les dépots
noirs correspondent au métal lourd précipité utilisé pour la coloration négative

(acétate d’uranyle).
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Figure 5 : Microscopie électronique a transmission d’une solution d’EPS
NBE4 1% (p/v) en coloration négative a [Pacétate d’uranyle.
Grossissement 120 000 X. Les dépots noirs représentent des précipités
d’acétate d’uranyle alors que les sphéres claires représentent des micelles.

3.2 Détermination de la formation de micelles et du potentiel d’encapsulation

Des essais d’encapsulation et d’incorporation ont ensuite été entrepris afin de
confirmer les observations faites par microscopie et d’évaluer le potentiel des
micelles. Deux méthodes d’évaluation de la concentration micellaire critique
(CMC) ont été employéees en mettant de ’avant la technique de fluorescence et

en utilisant une sonde a cet effet; le pyréne.

La premiere méthode consiste a déterminer le changement d’intensité de
fluorescence de la sonde en fonction de la longueur d’onde d’émission (Aem).

La Figure 6 illustre un profil type pouvant étre obtenu par cette méthode.
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Figure 6 : Profil type de fluorescence du pyréne dans I’eau ou en présence
d’EPS solubilisés (NBE2 0,1% (p/v)). Les courbes représentent I’intensité
de fluorescence relative (a.u.) en fonction de la longueur d’onde
d’émission suite 2 une excitation 2 340 nm. I, : intensité relative a 374 nm,
I3 : intensité relative 2 394 nm et I.: intensité relative a2 474 nm.

Le balayage en longueur d’onde d’émission permet de recueillir plusieurs
paramétres desquels découle le calcul de la CMC. Ainsi, dans le spectre de
fluorescence a la Figure 6, I, correspond & I’intensité maximale enregistrée a
une émission de 374 nm, intensité qui augmente significativement dans les
solvants polaires. I3 pour sa part, s’identifiec 4 I’intensit¢ maximale de
fluorescence & une émission de 394 nm, mais ne varie pratiquement pas en
fonction de la polarité du solvant [106]. L’intensité a ces deux longueurs
d’onde varie donc en fonction de la présence (ou I’absence) d’un systéme
micellaire dans le solvant. Le ratio I/I, permet d’évaluer la présence d’un tel
systéme par la polarité. Dans un solvant tel que I’eau, le ratio se situe aux
alentours de 0,8 a4 0,9 alors que dans un solvant apolaire ou dans un
environnement hydrophobe, comme a I’intérieur d’une micelle, le ratio peut
augmenter jusqu’a 1,7 [106]. Le calcul de la CMC s’établit donc en fonction
de ce ratio. La Figure 7 illustre la courbe utilisée pour obtenir la CMC dans le
cas des EPS NBE3.
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Figure 7 : Courbe sigmoidale type du ratio Is/I; pour la détermination de
la CMC des EPS (lot NBE3). Le point d’inflexion, correspondant a la
CMC, est déterminé en tracant deux tangentes i la courbe. Le point
d’intersection des 2 tangentes correspond i la CMC soit 0,02% (p/v) dans
ce cas précis.

Le ratio I3/1) permet donc I’élaboration d’un graphique a courbe sigmoidale
dont la rencontre des deux tangentes permet de déterminer la CMC. Celle-ci
se situe 4 0,02% (p/v) pour les EPS NBE3.

Le troisiéme signal qui attire 1'attention a la Figure 6 correspond a 474 nm
dont Dintensité maximale affiche la présence d’un excimére. Ce profil
particulier a tendance &4 se former lorsque la concentration de pyréne a
Pintérieur d’un espace restreint est trés élevée. Il se produit alors un
empilement du pyréne dit 4 la trés grande proximité des molécules. Cet
empilement conduit 4 I’émission de photons a une longueur d’onde différente,
soit un stade énergétique lors duquel les électrons sont 4 un état transitoire
instable. Cet effet est li¢ & la concentration d’EPS en solution comme la

Figure 8 ’illustre.
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Figure 8 : Profil de fluorescence du pyréne en fonction de la concentration

des EPS (lot NBE2). Les courbes représentent ’intensité de fluorescence
relative (a.u.) en fonction de la longueur d’onde d’émission suite & une

excitation

de 340 nm

Il a €t€ envisagé que la présence d’excimeres soit liée aux propriétés des EPS,

cependant

avec laffinement du procédé de récupération, la présence

d’exciméres s’est peu a peu atténuée. La Figure 9 illustre ce phénoméne qui

s’amenuise du lot NBE2 au lot NBE4. Cependant la CMC n’est pas affectée.
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Figure 9 : Profil de fluorescence du pyréne en fonction du lot d’EPS
utilisé. Les courbes représentent I’intensité de fluorescence relative (a.un.)
en fonction de la longueur d’onde d’émission suite A une excitation a 340
nm.

La deuxiéme méthode utilisée afin de déterminer la CMC, utilise toujours le
pyréne comme sonde, mais cette fois-ci les changements de fluorescence sont
détectés par balayage d’excitation selon une longueur d’onde d’émission fixe.
Cette méthode permet aussi de produire un ratio I33¢/ 1133 afin d’obtenir un
graphique a courbe sigmoidale. A I’instar de la précédente méthode, ce type
de spectre ne permet pas d’observer la formation d’exciméres. Cependant, elle
permet d’observer un déplacement (Figure 10) dans les intensités maximales
de 333 nm (pyréne dans ’eau) vers 336nm (pyréne dans un microdomaine

hydrophobe e.g. en présence de micelles).
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Figure 10 : Profil type de fluorescence du pyréne dans I’eau et en présence
d@’EPS (lot NBE4). Les courbes représentent la fluorescence relative
observée a une longueur d’onde d’émission de 390 nm suite 3 un balayage
d’excitation (300 nm -360 nm)

La figure 11 permet d’observer la régression sigmoidale effectuée sur les
données obtenues par le calcul du ratio I33¢/1333.  Le point d’inflexion

déterminé correspond aussi a 0,2% (p/v).
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Figure 11 : Courbe sigmoidale type du ratio I336/I33; pour la détermination
de la CMC des EPS (lot NBE4) La CMC est déterminée par
Pintersection des 2 tangentes 2 la courbe soit 0,2 mg/ml ou 0,02% (p/v).

Outre le déplacement de I’intensité maximale de 333nm a 336nm, il est aussi
possible d’observer une diminution de Pintensité de fluorescence et ce en
fonction de la concentration d’EPS (voir Figure 12). Ce blanchiment
¢énergétique (quenching) a ces longueurs d’ondes précises se caractérise aussi

par une augmentation de I’intensité de fluorescence entre 300 et 310 nm.
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Figure 12 : Profils des spectres obtenus avec différentes concentrations
d'EPS (lot NBE4). Les courbes représentent la fluorescence relative
observée a une longueur d’onde d’émission de 390 nm suite 3 un balayage
d’excitation (300 nm -360 nm).

3.3 Pharmacocinétique
3.3.1 Transport de fluorescéine

Les EPS ont €té formulés avec différentes sondes fluorescentes afin d’évaluer
le changement potentiel de la pharmacocinétique de ces dernieres. Pour ce
faire, la comparaison a été établie avec un groupe dans lequel le véhicule était
de I’eau. Les intensités de fluorescence ont €té transformées en concentrations
(ng/ml) selon une courbe standard correspondant a la sonde utilisée, soit la
fluorescéine ou la rhodamine 123. Les résultats présentés dans cette section
correspondent a une partie des expériences de transport in vivo. Il s’agit de

compilations de plusieurs expériences.
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Dans le cas de la fluorescéine, les formulations EPS 0,1% / FL et EPS 0,5% /
FL démontrent une faible variation des paramétres, en général, par rapport au
groupe eau. Les variations s’affichant 4 I’intérieur d’une marge d’environ
20%. Cependant, pour les formulations de EPS 1% / FL et de EPS 5% / FL,
un déplacement des valeurs supérieur & approximativement 20% est

constatable pour certains paramétres.

Les données de cinétiques affichées dans les graphiques qui suivent (Figures
13 et 14) ont été utilisées dans une analyse plus approfondie afin de déterminer
des valeurs découlant des données obtenues. Bien que P’utilisation d’un
logiciel d’analyse pharmacologique (WinNonLin) ait été faite, nous n’avons
pas présenté les valeurs puisqu’a ce stade ces données sont plus arbitraires que
quantitatives. Cependant, ces valeurs nous ont permis de détacher certaines
tendances par rapport 4 des paramétres importants en pharmacologie.

L’AUC représente 1’aire sous la courbe du temps initial de dosage jusqu’a la
derniére prise de sang effectuée. L’AUC est directement proportionnelle a la
quantité totale de médicament introduite dans la circulation systémique,
indépendamment de la vitesse a laquelle le médicament y pénétre [9]. Tmax
représente le temps auquel la concentration maximum (C max) est atteinte. Le
temps de demi-vie terminal (T%) est calculé du temps O (t=0) a la derniére
donnée (t=270).
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Figure 13 : Compilation de courbes de concentration plasmatique de
fluorescéine en fonction du temps. Les rats Wistar femelles ont été gavés
de formulations d’EPS / FL au temps 0 suite a la saignée préliminaire (n =
nombre d’animaux).

La fluorescéine est une molécule qui diffuse rapidement dans la circulation
sanguine. De toutes les formulations présentées a la figure 13, celle qui se
démarque le plus correspond aux EPS 5% (p/v) / FL. Cette formulation
démontre une AUC et une concentration maximale supérieures ainsi qu’un
temps de demi-vie différent en raison d’une modification du profil & 270
minutes. La formulation d’EPS 1% / FL affiche aussi une Cp, élevée bien
que PAUC ne change pratiquement pas par rapport aux autres formulations
d’EPS. Le temps de demi-vie de ces formulations (0,1% a 1%) semble
diminuer face au groupe Eau qui présente une courbe d’élimination non-

linéaire particuliére.



3.3.2 Transport de rhodamine 123
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Figure 14 : Compilation de courbes de concentration plasmatique de
rhodamine 123 en fonction du temps. Les rats Wistar femelles ont été
gavés de formulations EPS / R123 au temps 0 suite & la saignée
préliminaire (n = nombre d’animaux).

A ce jour, les formulations de rhodamine ont été testées sur un nombre plus
restreint d’animaux que dans le cas de la fluorescéine (Voir Figure 14).
Cependant, certaines tendances s’affichent. L’AUC et la concentration
maximale augmentent de fagon visible pour les deux formulations contenant
des EPS nous poussant a avancer I’hypothése que les EPS puissent favoriser
'entrée de molécules dans la circulation sanguine. La formulation EPS 1%
(p/v) / FL indique un déplacement de son temps de demi-vie vers la droite ce

qui pourrait indiquer que les EPS puissent passer en circulation avec la

molécule transportée.
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3.4 Détermination du potentiel anticancéreux sur des lignées cellulaires

Des lignées cellulaires tumorales, BI6F10 et CaCo-2, ont ensuite été utilisées
afin d’évaluer le potentiel synergistique de nos EPS a améliorer la cytotoxicité

liée 2 un médicament anticancéreux, soit le SFU.

3.4.1 Cellules prolifératives

Les cellules tumorales B16F10 possédant un rythme de croissance trés soutenu
ont été mis en présence de formulations de EPS 0,1% (p/v) / 5FU. La méthode
d’évaluation de la survie utilise le XTT qui est un colorant vital. Lorsque les
cellules sont vivantes, leurs déhydrogénases mitochondriales scindent le XTT
ce qui donne une coloration orangée pouvant étre quantifiée par
spectrophotométrie. Aprés 72h, il n’y a aucune toxicité reliée aux EPS seuls
relevée sur les cellules B16F10 (voir Figure 15). Cependant, & une dose de
0,5ug/ml de SFU la survie des cellules est affectée 3 60%. L’augmentation de
la dose ne semble pas affecter davantage les cellules, méme qu’elles gagnent
Jusqu’a 20% de survie. L’effet de la formulation d’EPS / 5FU est assez
notoire par une augmentation de prés de 25% additionnels a Deffet du
médicament seul. Cet effet reste persistant indépendamment de la dose, tout

en gardant le méme profil que la courbe du SFU seul.
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Figure 15 : Survie de cellules B16F10 en présence de 5FU formulé ou non
avec les EPS NBE3. Le pourcentage de survie est exprimé en fonction de
la concentration de 5FU présent dans les formulations. La survie est
évaluée 72 heures aprés ’application du traitement sur les cellules.

3.4.2 Cellules différenciées

Les cellules CaCo-2 ont aussi été exposées a différentes doses de SFU,
formulé ou non avec des EPS a concentration fixe (0,1% (p/v)).. L’utilisation
de cellules de carcinome intestinal avait pour but de se rapprocher du modgle
vise, soit le cancer du célon. Les cellules CaCo-2 différenciées subissent peu

sinon aucunement I’effet cytotoxique du SFU formulé avec les EPS ou pas

(voir Figure 16).
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Figure 16 : Survie de cellules CaCo-2 différenciées en présence de SFU
formulé ou non avec les EPS NBE3. Le pourcentage de survie est exprimé
en fonction de la concentration de SFU présent dans les formulations. La

survie est évaluée 72 heures aprés P’application du traitement sur les
cellules.

Cependant, les cellules sous leur forme proliférative sont affectées par le SFU
d’une facon dépendante de la concentration. L’apparition d’un effet
synergique apparait avec les formulations d’EPS 0,1% (p/v) dans des

proportions atteignant jusqu’a 20% d’amélioration (Figure 17).
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Figure 17 : Survie de cellules CaCo-2 en prolifération en présence de SFU
formulé ou non avec les EPS NBE3. Le pourcentage de survie est exprimé
en fonction de la concentration de SFU présent dans les formulations. La

survie est évaluée 72 heures aprés I’application du traitement sur les
cellules.

3.5 Détermination de 1’effet ex vivo des EPS

Un deuxieme médicament anticancéreux a été utilisé dans un autre modele de
cancer. Le paclitaxel est un médicament 2 trés faible solubilité dans I’eau.
L’intérét de cette expérience était d’évaluer si des cellules, dont les chances de
survie €taient nulles en culture cellulaire, pouvaient recouvrir dans un bio-
réacteur tel que le muscle de la cuisse d'une souris. Les cellules exposées trois
heures au traitement sévére du paclitaxel ont ensuite été injectées dans le
tibialis antérieur de souris C57BL/6. Les souris ont été suivies afin d’évaluer

I"apparition de tumeurs, donc la récidive des cellules tumorales. Les souris
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ont éte sacrifiées aprés 14 jours et 80% des souris, dans le groupe de cellules
traitées seulement au paclitaxel, avaient d’importantes masses tumorales au
niveau de la patte. A 1’opposé, les souris dont les cellules injectées avaient été
traitées avec la formulation EPS/Paclitaxel ne présentaient aucune tumeur au

niveau de la patte et ce dans une proportion atteignant 93% (Figure 18).
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Figure 18 : Pourcentage de souris affichant des tumeurs 14 jours apres
Pinjection intramusculaire de cellules B16F10 traitées au paclitaxel +/-
EPS NBE3 0,1% (p/v).(n = nombre d’animaux par groupe).

3.6 Détermination du potentiel anticancéreux in vivo

Suivant les observations que nous avons pu faire sur des lignées cellulaires
tumorales, nous avons procédé a des tests sur des rongeurs afin de déterminer
in vivo I’effet de nos EPS dans un traitement anticancéreux. Quatre jours
suivant I’injection intrapéritonéale des cellules B16F 10, les traitements ont été
donnés puis la survie observée sur 44 jours. Les deux prochaines figures (19-

20) illustrent deux expériences de survie effectuées sur des souris Balb/c. Les
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résultats sont exprimés sous forme de graphiques de probabilités calculés par

la méthode du produit limite (Kaplan-Meier).

Nous pouvons constater une amélioration de 25% ou plus de la survie chez les
souris traitées avec une formulation de EPS/SFU de 16 a 34 jours (Figure 19).
Ensuite, cet effet chute sous I’effet indépendant des EPS qui conservent une

probabilité de survie de 0,375 des I’apparition des premiers déces.

1,0 -
== Placebo
——— SFU
08 4 EPS
EPS/5FU
2
o 0,6 - ;
< |
P
2 044 R I
2
£
&
0,2 -
0,0 1
0 10 20 30 40

Temps de survie (jours)

Figure 19 : Probabilité de survie de souris Balb/c en fonction du temps.
Les souris ayant recu une injection de cellules tumorales afin de mimer un
cancer agressif. Les traitement ont été donnés au jour 4 (SFU et/ou EPS
NBE2 0,1% (p/v)) et la survie observée sur 44 Jjours (n = 10 souris pour
chacun des groupes).
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La Figure 20 démontre pour sa part une deuxiéme expérience de survie
effectuée cette fois-ci avec les EPS NBE3. Nous voulions déterminer si les
résultats €taient reproductibles avec un nouveau lot d’EPS. Cette fois-ci, les
effets antitumoraux des EPS sont préservés, cependant I’effet additif qui était
observable précédemment disparait littéralement. La formulation EPS/5FU

adopte le méme profil que le groupe placebo.
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Figure 20 : Probabilité de survie de souris Balb/c en fonction du temps.
Les souris ayant recu une injection de cellules tumorales afin de mimer un
cancer agressif. Les traitement ont été donnés au jour 4 (SFU et/ou EPS
NBE3 0,1% (p/v)) et la survie observée sur 44 jours (n = 10 souris pour
chacun des groupes).
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CHAPITRE 4 : DISCUSSION

A ce jour, plusieurs multi thérapies orales existent afin d’enrayer ou de réduire
la progression de la croissance de masses tumorales. Cependant, D’effet
thérapeutique obtenu n’est pas toujours 4 la hauteur des attentes. La résistance
au transit gastrointestinal, la biodisponibilité reflétée par I’entrée plasmatique
du médicament et son temps d’élimination ainsi que les effets secondaires sont
des enjeux difficiles & surmonter. L’utilisation de molécules thérapeutiques
simples (e.g. SFU) lors de thérapies orales se termine souvent par des
tentatives infructueuses. L’objectif d’acheminer le médicament aux cellules
affectées ou de le faire passer en circulation sanguine par un transit au travers
de la barriére épithéliale intestinale représente une série de tentatives dont les
résultats sont souvent décevants. Les formulations thérapeutiques qui
permettent ’amélioration du transport du médicament au site visé et donc un

meilleur effet thérapeutique sont donc souhaitables.

Dans la présente étude, le cancer du célon nous intéresse particuliérement
étant donné le site de formation des tumeurs au niveau de I’intestin. Les
traitements sont principalement donnés par voie intraveineuse ce qui engendre
une élimination rapide ainsi que des effets secondaires systémiques. Bien que
primée, la voie orale reste peu efficace en raison de conditions physiologiques
défavorables aux médicaments, comme précédemment énuméré, mais aussi
par la présence de protéines MDR (« multi drug resistant ») et MRP (« multi
resistant protein »), limitantes. Ces deux derniéres protéines membranaires
diminuent D’efficacité¢ des thérapies par le reflux du médicament vers la
lumiére intestinale. Si le médicament utilisé posséde en partant une faible
penétration plasmatique, les protéines de résistance aux médicaments limitent

considérablement son absorption et augmentent son élimination dans les feces.

Ainsi, dans [I’optique d’augmenter le rendement d’un agent
chimiothérapeutique suite 4 la résection d’une masse tumorale ou dans des cas
avances de cancer, I’une des approches envisageables consiste a utiliser un
transporteur. Un des buts de ce demnier est de protéger le médicament des

conditions physiologiques du TGI et par le fait méme de protéger le patient
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des effets secondaires reliés  I’irritation de la muqueuse par ces médicaments
relativement toxiques. Dans le meilleur des cas, la libération du médicament
par le véhicule se fera au site d’intérét visé pour le traitement de la maladie.
Un transporteur en mesure de potentialiser I’effet du médicament sera

davantage souhaitable.

Il existe présentement un bon nombre d’excipients sur le marché qui sont
composés de sucres (lactose, gomme de guar.. .) [56]. On ne voue cependant
pas d’effets a ces excipients, considérés pour la plupart comme inertes, autres
que de différer la libération du médicament dans le TGL Les
exopolysaccharides, de leur coté, représentent des sucres 3 intérét grandissant
dans plusieurs domaines. Le domaine de la pharmacologie peut y voir des
avantages dans le domaine des excipients ou dans le domaine du transport
actif. A ce jour, une seule publication fait état de la capacité d’un
exopolysaccharide, le pullulan, de former des nanostructures pour des fins de
transport de médicaments [108]. L’intérét du projet est d’élargir le potentiel
des exopolysaccharides, particuliérement les EPS de LABs, dans le domaine

du transport de substances thérapeutiques.

A prime abord, la récupération des EPS représentait une difficulté. La plupart
des publications faisant état de la production et de la récupération d’EPS,
produits par des souches pures, utilisent des techniques de précipitation a
’éthanol [90, 109].  Les cultures produites n’excédant rarement plus que
quelques litres étant donné la nécessité de procéder par une étape de
précipitation par un volume égal d’éthanol. Dans le cas présent, les grains de
keéfir constituent un consortium de plusieurs especes de bactéries et de levures,
de protéines et d’EPS. La proportion de débris cellulaires et de contaminants
est supérieure 4 la quantité que I’on pourrait retrouver lors de la production
d’EPS par une souche pure. Le but était d’obtenir les EPS en grande quantité,
compte tenu des rendements faibles habituellement observés lors de la
production d’EPS en général, afin d’en bénéficier d’une quantité suffisante
pour I’élaboration de plusieurs projets. Les premiers essais de récupération et
de purification d’EPS ont été réalisés par ultrafiltration (systéme Amicon).

Cependant, la membrane colmatait en raison du volume de liquide brut a
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concentrer. Le tout s’effectuait sous pression d’azote constante et générait
donc des coiits en matériel et en temps trop importants pour le volume que
nous désirions traiter. Les grains de kéfir ont donc été dissous dans de I’eau
chaude puis la solution obtenue filtrée par un processus de filtration
tangentielle. L’utilisation de cassettes de membranes allant de 0,46 a 0,60
meétres carrés de surface dans un systéme de filtration en continu fourni par
une puissante pompe a permis d’éliminer la majeure partie de la masse
bactérienne et des débris excédant 0,45 uM par un seul passage. La méthode
était beaucoup plus rapide (deux jours au lieu de sept) pour un volume trente
fois plus important. De plus, I’avantage d’utiliser des cassettes a filtration
diminuait les colts. Nonobstant, I’étape de précipitation 4 volume égal
d’éthanol pur restait problématique surtout pour des quantités atteignant les
quatre-vingt litres. L’utilisation de membranes de plus petite porosité (3KDa)
a permis, par le méme processus de filtration, de concentrer a cinq litres un
volume de cent litres facilitant ainsi I’étape de purification 4 I’éthanol. Les
EPS de L. kefiranofaciens étant supérieurs a 500 KDaltons, la proportion de
sucres inférieurs 4 3 KDaltons pouvant étre éliminée lors de I’étape de
concentration restait faible par rapport au rendement global de récupération.
Ces étapes ont donc permis de développer une méthode efficace pour produire
plusieurs grammes d’EPS en quelques jours. Afin de déterminer si 1’excédent
d’azote, observé dans le bilan d’analyse élémentaire, était dii 4 la présence de
sucres aminés ou a la présence de protéines, nous avons modifié notre
protocole de purification. Une étape de digestion enzymatique par une
protéase a été ajoutée nous permettant d’avancer que l’azote était d’origine
protéique. Cette nouvelle procédure nous a permis d’améliorer la pureté de
nos EPS et pourrait bien & ’avenir nous épargner I’étape de précipitation a

I’éthanol.

Dans I’effort de caractérisation, I’analyse par résonance magnétique nucléaire
a eu pour but de permettre la détermination de la structure la plus récurrente
du polymére. L’analyse de branchement a permis d’identifier un
hexasaccharide dont la structure s’apparente a celle retrouvée dans la
littérature pour le polymeére appelé « Kéfiran ». Cette structure est répétée des

milliers de fois et peut atteindre des poids moléculaires dépassant les 500
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KDaltons [104]. La similitude avec le kéfiran a été confirmée par une analyse
¢lémentaire dont les proportions d’atomes affichent des résultats similaires 4
ceux relevés dans la littérature ainsi qu*un ratio en galactose/glucose (1,33 : 1)
s’approchant de celuidu kéfiran [2]. Ces données ont pour but de nous aider &
connaitre les possibilités de notre polysaccharide et de nous renseigner sur les

interactions qu’il pourrait avoir en solution.

En soit, jusqu’a cette étape, les EPS purifiés ne se distinguent pas de ceux
retrouvés dans la littérature, outre la méthode de récupération qui reste plus
efficace. L’analyse par microscopie électronique nous a permis d’observer des
structures de I’ordre de 504 700 nm. L’anneau sombre, produit par le colorant
negatif, présent au pourtour de plusieurs structures nous a permis d’avancer
I’hypothése qu’il s’agissait de micelles dans un état sphérique ou globulaire.
Les structures similaires, mais sans contraste a leur pourtour, représenteraient
les mémes structures mais ayant été écrasées lors de la centrifugation dans les
etapes de préparation des échantillons pour la microscopie. La présence de ces
deux formes de structures pourrait indiquer que la couche d’EPS composant
I’extérieur de la micelle est relativement mince.

Etant donné que quelques ouvrages font état d’effets anticancéreux rattachés
au kéfiran [2, 4] et que d’autres EPS de LABs sont reconnus pour avoir des
effets similaires [5, 6], le concept de synergie devient intéressant. Ce dernier
concept intervient lorsque ’action de deux substances, par leur association,
permet d’obtenir un effet global supérieur a la somme des effets isolés [110].
Ainsi lorsqu’on parle de synergie médicamenteuse, il est question d’effets
additifs ou potentialisateurs [111]. Les premiéres observations consistent a
évaluer si les EPS de LABs favorisent le transport de médicaments
anticancéreux. Une deuxiéme étape réside a observer si en plus de transport,
les EPS isolés peuvent améliorer I’efficacité du traitement thérapeutique en

additionnant leur effet 2 celui du médicament.

Il est important de mettre ici I’emphase sur I’aspect naturel du produit. Dans
le domaine du transport du médicament, I’ére du polymére est trés en vogue.
La majorité des transporteurs en développement sont artificiels. La chimie

moderne offre la possbilité de former des chaines polymériques de toutes
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sortes permettant une plus grande diversité au niveau de la solubilité, de la
bioadhérence et de la viscosité. Cependant, nombre de ces polymeéres
présentent des problématiques toxicologiques au cours de leur transit dans
Iorganisme, causant parfois des déstabilisations irrémédiables des cellules ou
causant une hépatotoxicité ou autre pathogénécité causée par 1’accumulation
du polymére au sein de I’organisme. Un des intéréts de production réside dans
le fait d’utiliser un produit facile & produire et qui nécessite trés peu d’étapes

en présence de solvants organiques.

La formation de micelles s’effectue normalement en présence de polyméres
amphiphiles. Cependant, les EPS de cette étude ne possédant pas de
groupements chargés, I'hypothése de la formation de micelles par des
exopolysaccharides peut sembler particuliére. Cependant, en raison de son
arrangement spatial, le polysaccharide, bien que non chargé, posséde un
caractére amphiphile intrinséque. Cela est dii aux groupements hydroxyles
polaires du sucre, lui conférant un comportement hydrophile, ainsi qu’a la
portion hydrophobe engendrée par sa surface planaire. La structure linéaire du
kéfiran est donc connue mais sa conformation tridimensionnelle demeure
inconnue. Comme la microscopie nous a permis de le constater, nous
pouvions nous attendre a ’agencement des EPS en une structure micellaire.
L’utilisation du pyréne a permis de pousser plus loin les observations
effectuées au microscope électronique par des résultats quantifiables.

Afin d’émettre un signal fluorescent, le pyréne doit étre dans un état de soluté
afin d’étre excitable pour que ses électrons, lors de leur retour & leur niveau
énergétique de base, émettent leur surplus d’énergie sous forme de photons.
Sa faible solubilité en milieu aqueux ne Iui permet pas cet état ainsi donc, en
présence de micelles, le pyréne aura une prédominance pour le micro domaine
hydrophobe des micelles a I’intérieur duquel il pourra étre excitable [112]. Le
choix du pyréne parmi d’autres sondes s’est fait particulierement en raison de
son temps de vie relativement long de fluorescence, de sa capacité a renseigner
sur la polarit¢ de son microenvironnement et sa capacit¢ de former des
exciméres [113]. Les graphiques de balayage en longueur d’onde d’émission
ont permis le calcul du ratio I3y/I,. Ce ratio, obtenu en fonction de la

concentration d’EPS, nous a permis de générer une courbe sigmoidale et ainsi
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d’identifier le point d’inflexion (CMC) & partir duquel il est possible de
constater la formation de micelles; soit 0,2 mg/ml ou 0,02% (p/v). Deux
méthodes différentes, utilisant le pyréne, nous ont permis de valider la CMC.
Le point a soulever réside dans Iapparition d’exciméres lors de Iutilisation du
lot d’EPS NBE2. Les exciméres précisent I’empilement du pyréne dans un
environnement confiné. Pour ce faire, la concentration du pyréne doit étre
élevée soit aux alentours de 10 mol/L alors que la limite de solubilité du
pyréne est aux alentours de 107 mol/L. A ce moment, les probabilités d’une
molécule de pyréne a I’état excité de rencontrer une molécule a 1’état de base
pendant la période d’excitation (environ 200-300 nanosecondes) est grande,
résultant en 1’apparition de ’excimére [112]. Au lieu de retourner & leur état
de base, les électrons du pyréne passent a un état energétique de transition qui
s’affiche en fluorescence par I’apparition d’un signal d’émission a4 474 nm. Ce
signal nous renseigne donc sur la friction au sein de la micelle. Ce phénoméne
porte donc a croire que les micelles, ou le réseau micellaire, formées par le lot
NBE2 posséderaient une haute capacité de chargement. Phénoméne des plus
intéressants quand on sait qu’en microencapsulation, la limitation vient
souvent du fait que les véhicules de transport sont de petite taille pour
permettre un meilleur ciblage mais qu’ils ont une capacité de chargement
restreinte pour la molécule active d’intérét. Les EPS NBE2 auraient donc une
certaine élasticité ou une microviscosité interne accrue. Ce phénoméne est
concentration-dépendant et disparait 4 ’approche de la CMC. Nonobstant, la
formation d’exciméres disparait dans les lots d’EPS NBE3 et NBE4 alors que
les méthodes d’extraction et de purification se raffinent. i a €té avancé que la
membrane solubilisée des bactéries puisse étre responsable de la présence des
exciméres. Une expérience préliminaire semble attribuer aux bactéries cet
effet, mais pas en totalité. Cette caractéristique propre aux EPS purifiés a

partir des grains de kéfir est présentement sous investigation.

Cet effet n’est pas observable par la deuxiéme méthode de fluorescence
employée. Toujours est-il que cet essai présente aussi quelques particularités.
Normalement, en présence de micelles, le signal maximal 4 334 nm se déplace
a 336 nm, mais I’intensité demeure la méme, L’utilisation des EPS de cette

¢tude nous a démontré en partie ce phénoméne par un déplacement vers 336
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nm avec pour différence que les signaux ont affiché une perte d’intensité
possiblement di 4 un blanchiment. Cette observation demeure particuliére et
n’est pas référencée dans la littérature. Les molécules d’EPS sont avant tout
de longues chaines planaires et rigides dont un plan est hydrophobe et I’autre
hydrophile. 1l est possible de croire que le pyréne puisse étre emprisonné
entre les différentes chaines dans la portion hydrophobe. Dans ce cas précis, il
y aurait alors un blanchiment mais sans encapsulation. Cela se représenterait
par une perte d’intensité de fluorescence, seulement il n’y aurait pas de
déplacement du signal vers 336 nm. Etant donné que ce déplacement survient,
on peut donc envisager qu’il y ait un blanchiment causé lors de I’incorporation
de la sonde a I’intérieur des micelles d’EPS. Une autre possibilité vient du fait
que le pyréne est une molécule aromatique et qu’elle pourrait interagir avec les
EPS. Cependant, dans cette étude, le pyréne est utilisé comme sonde, il
faudrait alors faire d’autres études avec des molécules aromatiques différentes
pour constater si une quelconque interaction peut survenir.

La théorie des micelles ayant été avancée, il était envisagé de vérifier si les
EPS pouvaient servir de transporteur et modifier le profil pharmacocinétique
de molécules dans le sang suite au dosage (administration p.o.). Pour débuter
ce genre d’expérimentation, des sondes fluorescentes ont été employées, plutot
que des sondes radioactives ou des médicaments, afin d’avoir un marqueur

dont la méthode de détection était simple et rapide a suivre.

Une premiére approche a été d’utiliser une sonde fluorescente pouvant
aisément traverser la barriére épithéliale du tractus intestinal. La fluorescéine
s’y prétait bien. Cette molécule passe rapidement en circulation sanguine, en
raison de son absorption dés son passage dans I’estomac, et est rapidement
éliminée par la filtration rénale [114].  L’intérét était d’observer la
modification d’au moins un paramétre dans la pharmacocinétique de la
fluorescéine circulante dans le sang. Dans des domaines ou les taux de
mortalité sont élevés comme pour le cancer, I’amélioration, aussi mineure soit-
elle, de la cinétique du transport de substances anticancéreuses peuvent
représenter un écart satisfaisant dans le traitement de la maladie.

Les variations du nombre d’animaux dans les différents groupes viennent du

fait que les graphiques et tableaux présentés proviennent de la compilation de
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plusieurs expériences. Les premiéres expériences étaient effectuées avec
moins d’animaux pour permettre 1’adaptation aux techniques utilisées sur les
rats pour les cinétiques. Le but de ce projet se voulant exploratoire, différentes
concentrations ont été testées aux détriments d’autres, donc le nombre
d’animaux ne reste pas nécessairement le méme entre les différents groupes

pour une méme sonde.

Ainsi, si on se rapporte aux résultats obtenus, les groupes EPS 1% et 5%, ont
une aire sous la courbe (AUC) plus élevée par rapport au groupe Eau.
L’apparence visqueuse de la formulation d’EPS 5%/FL peut en étre la cause,
libérant de fagon plus graduelle la fluorescéine encapsulée. Cependant, pour
le groupe EPS 1% / FL, la viscosité est moins importante et justifie moins bien
cette augmentation. La formulation EPS 5%/FL affiche aussi une
concentration maximale plasmatique augmentée et un temps de demi-vie qui
se déplace vers la droite de ’axe. Nous pouvons alors penser que cette
formulation, outre de pouvoir potentiellement retarder I’entrée de la
fluorescéine dans la circulation sanguine, pourrait traverser dans le plasma
avec les molécules de fluorescéine. Une telle hypothése peut étre avancée
puisque des paramétres cinétiques plasmatiques « intrinséques » (e.g. t%4)
apparaissent affectés et que les courbes de distribution graphiques sont
différentes de celles du groupe Eau. Dans le cas oit un médicament est
relargué plus lentement ou que son absorption est améliorée, le Tmax et le
Cmax sont effectivement affectés, cependant, la courbe de distribution serait
équivalente a celle du groupe contrdle. Un médicament qui entre en
circulation sans son transporteur est éliminé a la méme vitesse peu importe le
véhicule, sauf dans le cas ou le véhicule peénétre en association avec le
médicament dans la circulation sanguine et interfére avec la distribution
normale du médicament. Il en est de méme pour le temps de demi-vie d’un
meédicament. Le temps de demi-vie demeure le méme a moins de
Iinterférence d’un transporteur ou d’une association quelconque qui ne
pourrait pas avoir lieu dans le groupe contrdle.

D’un autre c6té, le groupe FL formulé a 1% d’EPS permet d’améliorer la
concentration maximale, cependant le temps de demi-vie semble diminuer.

Encore une fois, la courbe de distribution suit la méme tendance que celle de
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la formulation de FL formulé & 5% d’EPS tout en étant différente de celle du
groupe contréle. 1 est donc plausible de croire que le transporteur affecte la
distribution plasmatique par sa présence au niveau de la circulation

systémique. Cette formulation pourrait accélérer I°élimination du composé.

Les autres formulations affectent moins les paramétres cinétiques. Cependant,
il ne faut pas les négliger pour autant. La concentration maximale est la méme
que celle du groupe Eau dans des marges d’erreur respectables. Les valeurs
obtenues lors du traitement des données dans le logiciel WinNonLin
présentent des modifications au niveau des paramétres de demi-vie.
Cependant ces différences sont difficiles a évaluer sur les graphiques et nous
nous gardons de mettre les valeurs quantitatives obtenues en appui.
Cependant, la tendance demeure et il se pourrait qu’a des concentrations plus
faibles (0,1% et 0,5%) les EPS transitent encore dans la circulation
plasmatique et qu’ils puissent y interagir avec la sonde.

Il faut mentionner que le groupe Eau affiche une phase de distribution et
d’élimination particuliére dans cette compilation. Cependant, les graphiques
des diverses expériences pris séparément ne montrent pas cette tendance d’une
fagon aussi prononcée. Dans les expériences précédentes, les formulations
d’EPS / FL ont affiché des courbes de distribution (D) et d’élimination (E)
différentes du groupe Eau, alors que ce dernier avait une phase (D) et (E)
linéaire. Cette observation était valable pour les cinétiques effectuées sur des
rats pour une premiére expérience. Cependant, les mémes animaux ont été
utilisés une seconde fois, deux semaines aprés, pour reprendre les mémes
cinétiques. Le délai de deux semaines avait pour but de permettre
Iélimination des molécules fluorescentes résiduelles et permettre 3
’hématocrite des animaux de se rééquilibrer. Lors de la reprise des
cinétiques, I’hypothése que les EPS puissent passer en circulation et modifier
les pharmacocinétiques n’avait pas été soulevée. L’élimination des EPS
pouvait ainsi étre plus longue que celle des molécules de fluorescéine et donc
affecter les résultats obtenus lors de la deuxiéme pharmacocinétique. En
observant que les taux de fluorescéine doublaient lors de la deuxiéme
pharmacocinétique aux mémes concentrations d’EPS et de FL, nous avons

réalisé la possibilité que les EPS pouvaient passer en circulation et n’étaient
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soit pas éliminés ou avaient produit un effet au niveau de I’absorption de
molécules via la barriére épithéliale. Les rats ont été randomisés en fonction
de leur poids, afin d’équilibrer les groupes, autant lors de la premiére que de la
deuxiéme pharmacocinétique. Etant donné que cette étape ait été réalisée au
hasard entre tous les groupes, le groupe Eau de la deuxiéme
pharmacocinétique possédait probablement des individus ayant déja été mis en
contact avec les EPS. Ceci pourrait donc étre une explication 4 I’augmentation

des courbes (D) et (E) du groupe Eau lors de la deuxiéme pharmacocinétique,

L’utilisation de la rhodamine 123 comme deuxiéme sonde avait pour but
d’observer si les formulations d’EPS avaient un effet sur les P-gp. La R123
est un substrat de la P-gp et étant donné que le transit de plusieurs
médicaments anticancéreux est affecté par cette protéine régulatrice, il était
opportun de vérifier I’effet des EPS par rapport a ce syst¢tme. Nous n’avons
cependant pas conservé les mémes concentrations d’EPS que lors de
I’expérience utilisant la fluorescéine. La raison était que les formulations a
5% (p/v) nécessitaient trop d’EPS et que ceux-ci avaient tendance a précipiter
a cette concentration. Nous avons donc réduit la concentration d’EPS, dans la
formulation, & 3% (p/v) afin de s’assurer de ne pas avoir de précipité dans la
solution.

La concentration maximale est affectée dans les deux formulations (EPS 1%/
R123 et EPS 3% / R1233) et ’AUC tend a augmenter. Cela indique que les
EPS pourraient améliorer le transport de la R123 vers la circulation
systémique. L’analyse par logiciel a aussi révélé une augmentation pour le
paramétre de demi-vie, il serait donc envisageable que les EPS, dans ce cas
aussi, puissent passer en circulation systtmique. Cela ne veut pas
nécessairement dire que les EPS agissent sur les P-gp directement, mais ils
pourraient plut6t permettre a la R123 de passer dans le sang par une route
différente. 1 est possible aussi que les EPS proteégent la molécule active et
limitent la présentation du substrat aux P-gp. Cependant, les cinétiques étant
non-linéaires et difficilement analysables avec ce genre de logiciel, nous
gardons une certaine réserve quant aux valeurs quantitatives obtenues, autant
pour la fluorescéine que pour la rhodamine 123. Par contre, les tendances

demeurent et nous permettent d’avancer ces hypothéses qui devront étre
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vérifiées par d’autres techniques ou par ’utilisation d’un programme d’analyse

bati sur mesure.

Les EPS issus du consortium demeurent un mélange majoritairement composé
de kéfiran et les modifications observées dans les pharmacocinétiques peuvent
étre liées a d’autres éléments actifs dans le meélange. Les étapes subséquentes
de pharmacocinétiques devront s’effectuer par administration iv. des
formulations. Cela permettra de vérifier la théorie de la distribution du
médicament. Tout comme mentionné précédemment, si les EPS n’interférent
en rien dans la distribution plasmatique de la sonde, alors les profils i.v. des
marqueurs devraient étre les mémes pour le groupe contréle que pour les
formulations. Cependant, si les EPS ont un effet, les courbes de distribution et
d’élimination des formulations ressembleront & celles obtenues par gavage.
Eventuellement, une methode de marquage des EPS qui n’interférerait en rien
avec leurs propriétés fonctionnelles et physico-chimiques pourrait permettre
de confirmer les observations de Murofushi et collaborateurs (1986) [8],
affirmant le passage des EPS en circulation, et ainsi de suivre la formulation

médicamenteuse dans un organisme.

Suite aux cinétiques, nous avons procédé a I’évaluation du potentiel
synergistique de nos EPS. Etant donné le potentiel des EPS de former des
micelles, la présentation du médicament a la cellule pourrait étre modifiée et
son efficacité accrue a dose égale. L’effet antitumoral des EPS relevé dans la
littérature [2] pourrait aussi avoir un effet additif sur 1’effet thérapeutique du
medicament. Les premiéres expériences in vitro ont été effectuées sur une
lignée cellulaire tumorale & croissance rapide, soit les B16F10. Ces cellules
sont issues de mélanomes de la peau et puisqu’elles seraient utilisées dans un
modeéle de cancer du célon a court terme dans une étude subséquente, des tests
préliminaires in vitro ont été effectués. Le choix du SFU comme médicament
reste tout de méme de circonstance avec ces cellules puisque le 5FU est utilisé
en traitement topique pour les mélanomes de la peau chez ’humain. Le SFU
est un meédicament a effet relativement lent étant donné qu’il crée des
interruptions dans la synthése d’ADN lors de la réplication de la cellule. La

vitesse de réplication de ces cellules étant rapide, ’effet du médicament est
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plus rapide que sur des cellules saines. Deés Iutilisation de la dose la plus
faible (0,5pg/ml), Ieffet cytotoxique est d’importance. La formulation de
SFU/EPS permet d’augmenter le taux de cytotoxicité de 20% environ au-dela
de I’effet du SFU seul. La culture des B16F10 étant effectuée en culture
simple, donc sans présence de cellules immunitaires, on peut avancer
I’hypothése que les EPS ont un effet synergique, soit un effet global plus
grand que la somme des effets isolés, indépendant des systémes de défense
innée de I’hdte. Aucun recrutement de cellules immunitaires dans ce cas n’est

responsable de I’amplification de la réponse obtenue.

Dans le cas des cellules CaCo-2, les résultats attendus devaient étre moins
évidents, que lors de I’utilisation de la lignée B16F10, en raison de la vitesse
de croissance de ces cellules et du fait qu’elles possédent en grande partie les
mécanismes de défense des cellules intestinales soit les MRP et les MDR [9].
Le choix de ces cellules, outre le fait qu’elles posseédent plusieurs mécanismes
encore actifs, réside dans le fait qu’elles sont celles qui miment le plus un
modele intestinal humain et que les recherches sur les EPS utilisés se font dans
une perspective d’administration par voie orale De 0,5ug/ml 2 100pg/ml, la
survie des cellules a diminuée d’une fagon graduelle. L’augmentation de la
toxicité sur les cellules en fonction de la concentration peut étre due au fait
que les CaCo-2 proliférent & un rythme plus lent que les B16F10. Ainsi, le
médicament a un effet moins rapide, causant la nécessité de doses plus élevées
afin d’atteindre un seuil de toxicité plateau. Encore une fois, la formulation
SFU/EPS a permis d’augmenter la réponse thérapeutique du 5FU au-dela du
médicament seul. Nous avons aussi laissé les cellules croitre jusqu’a leur
différenciation dans ’optique d’obtenir un épithélium intestinal complet. Le
but de cette expérimentation était d’avoir un épithélium intestinal in vitro se
rapprochant le plus possible d’un épithélium sain afin d’évaluer si les EPS
seuls ou en formulation pouvaient affecter les cellules saines bordant les
cellules cancéreuses dans I’éventualité d’un essai sur modéle animal. Les EPS
seuls ou formulés au médicament n’ont eu que peu ou pas d’effet, tout comme
le 5FU seul. Ces expérimentations nous permettraient donc d’avancer que les
doses d’EPS ou de médicaments utilisées n’ont que trés peu d’effets toxiques

sur les cellules en faible prolifération. Etant donné que les cellules tumorales
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sont nécessairement bordées de cellules saines, on pourrait s’attendre a ce que
les cellules saines, qui se divisent 4 un rythme lent, ne subissent pas d’effets
toxiques de I’envergure de ceux que des cellules tumorales pourraient subir en
raison du taux de division accru de ces derniéres. Le modéle de cellules
CaCo-2 reste néanmoins un outil pour nous permettre d’avancer cette
hypothése, car bien que différencides, ces cellules demeurent cancéreuses.
Nous pourrions donc nous attendre 2 ce qu’un épithélium sain réagisse de la

méme fagon que lors de cet essai ou mieux encore.

Enfin, D’évaluation du potentiel des EPS comme transporteur a été
expérimentée sur des modeles vivants, soit de rongeurs. Le modéle vivant est
d’autant plus complexe qu’il peut modifier les réponses observées in vitro et

mesurer I’apport du systéme immunitaire.

La premiére approche sur modéle animal a constitué en une approche ex vivo.
Le but de cet exercice était de confirmer I’effet cytotoxique des EPS tout en se
rapprochant d’un modeéle vivant. L’essai a été une fois de plus réalisé sur les
cellules B16F10. Etant donné leur taux de prolifération rapide, ces cellules
sont plus sujettes & la médication, mais ont aussi tendance a étre des cellules
réfractaires dont 1’élimination peut représenter quelques difficultés. Ainsi, si
les formulations d’EPS et de médicaments sont efficaces, I’effet cytotoxique
devrait étre évident. C’est ce qui a été observé en utilisant le paclitaxel
comme agent thérapeutique. Le paclitaxel est un médicament agissant trés
rapidement au niveau du cytosquelette des cellules. Les cellules tumorales
traitées avec le paclitaxel seul ou en formulation avec le EPS ont toutes
démontré un arrét de prolifération et une mort cellulaire in vitro. Malgré le
fait de rincer les cellules et de mettre du milieu frais ou de trypsiniser les
cellules et de les remettre en culture dans du milieu frais n’a changé en rien
I’état des cellules exposées trois heures aux différentes thérapies. Aucune
reprise de croissance n’a été observée. En procédant par une technique ex
vivo, I’idée était de récupérer ces cellules et de les injecter dans le muscle de la
patte de la souris C57BL/6. Les muscles constituent des bio-réacteurs
exceptionnels et ce genre d’environnement rassemble les meilleures conditions

physiologiques pour permettre 4 des cellules en instance de mort de récupérer
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et de provoquer des récidives chez les patients. La formulation 4 base d’EPS /
paclitaxel permet donc de constater un effet cytotoxique amélioré sur les
cellules tumorales contrairement au paclitaxel non-formulé. Seulement 7%
des souris ont affiché la présence de tumeurs dans le groupe EPS / paclitaxel
apres 14 jours comparativement a 80% dans le groupe traité au paclitaxel non-
formulé.

Le paclitaxel est reconnu pour étre trés peu soluble dans des solvants aqueux.
L’utilisation de solvants du type DMSO est normalement nécessaire. Dans le
cas de la formulation avec les EPS, nous avons utilisé ces derniers en solution
comme solvant pour le médicament. Le résultat a été des plus intéressants, les
EPS créant une dispersion nuageuse du médicament alors que normalement
dans I’eau, le paclitaxel se retrouve sous la forme d’un précipité. Cette
expérience permet donc de constater que les EPS ont permis I’obtention d’un
effet cytotoxique accru, possiblement par I’amélioration de la présentation du
paclitaxel aux cellules. L’hypothése de la formation de micelles ayant
encapsulé le médicament et permis une meilleure entrée du paclitaxel au sein
de la cellule peut étre avancée mais reste & vérifier. Cet essai a aussi permis de
constater que les EPS ont un potentiel & agir comme agent solubilisant de

médicaments a faible solubilité.

Enfin, comme deuxiéme approche, un modéle murin a été utilisé in vivo.
Lutilisation d’un modéle murin par injection intrapéritonéale avait pour but
de mimer un cancer agressif autour des intestins de I’animal. Les cellules
tumorales dans ce genre d’essai ont tendance a s’attacher & la séreuse des
intestins et cela constitue une fagon de vérifier, & court terme, I’effet possible
de formulations anticancéreuses. Les résultats ont permis de constater que les
EPS avaient un effet lorsque administrés seuls. Leur effet était cependant plus
important pour une période d’une quinzaine de Jjours lorsque formulés avec le
SFU. Ces résultats ont ultérieurement été reproduits lors d’un deuxiéme essai
utilisant un nouveau lot d’EPS (NBE3). Le lot NBE3 provient d’un lot de
grains de kéfir différent des lots NBE2 et NBE4. Les conditions de culture du
kéfir de départ peuvent avoir modifié les sucres produits ou en avoir modifié
les proportions. Comme on pouvait le constater dans le tableau 4, le

rendement du lot NBE3 est plus faible en comparaison aux deux autres lots.
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La reproductibilité des méthodes de fermentation pour I’obtention du kéfir est
donc nécessaire afin de conserver des EPS aux propriétés constantes.

Certains groupes expérimentaux ont été rajoutés dans les expériences de
survie. L’utilisation d’EPS de souche pure, L.kefiranofaciens Inix, isolée des
grains de kéfir de la présente étude, semble démontrer et confirmer les
observations relevées dans la littérature soit I’effet antitumoral des EPS.
L’effet des EPS de la souche pure, semble aussi étre lié 4 une activation du
systtme immunitaire étant donné 1’hypertrophie de la rate observé lors de
nécropsies réalisées a la fin des expériences sur des individus qui avaient
survécu. Cette observation irait dans le méme sens que les observations de
Shiomi et collaborateurs (1982) [2] qui affirmaient par des tests in vitro que
les EPS provenant de leur souche L. kefiranofaciens agiraient probablement via
Iactivation des défenses immunitaires de I°héte.

Il reste cependant beaucoup d’évaluations a faire dans les modéles vivants, La
premi¢re étant d’utiliser des souris syngéniques aux cellules tumorales
injectées, soit des C57BL/6 dans le cas de I'utilisation de cellules B16F10.
Les effets des formulations de EPS peuvent avoir été affectés par un effet de
rejet des cellules B16F10 par les souris Balb/c bien que le phénoméne aurait
ét¢ relativement le méme dans tous les groupes.  Des expériences
préliminaires ont été entreprises sur des souris CS7BL/6. Cependant, ces
cellules tumorales sont beaucoup plus agressives chez ces souris ne laissant
aucunement le temps au traitement d’agir. La nécessité d’ajuster la quantité de
cellules B16F10 injectées est donc essentielle pour évaluer I’efficacité de nos

formulations.
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CONCLUSION

Beaucoup de possibilités sont offertes dans 1’exploration du potentiel des EPS
et non seulement pour ceux des grains de kéfir mais aussi pour une panoplie
d’EPS issus des LABs. L’ensemble de ce projet a permis d’ouvrir une voie
inexplorée dans I’utilisation des EPS. En dehors de leur attrait pour I’industrie
alimentaire, I’industrie pharmaceutique est au nombre de celles qui portent un
intérét grandissant aux EPS. Leur potentiel de transporteur pourra donc leur
permettre de se frayer un chemin aux cétés des polyméres synthétiques. Leur
mode de fonctionnement reste encore 2 clarifier, bien que, chose étonnante, il
n’existe aucun transporteur polymérique dont le mécanisme n’ait été élucidé
malgré des études beaucoup plus poussées et financées. Les EPS revétissent
des caractéristiques propres qui pourraient étre exploitées dans le but
d’identifier leur fonctionnement.

Dans une optique de cancer, beaucoup reste aussi a faire. 1l existe d’autres
modeles qui devront étre testés. L’injection sous-cutanée de cellules
tumorales et I’administration de traitements oraux est encore rarement  I’essai
avec des formulations d’EPS. Cette méthode permettra de mesurer la
progression des tumeurs dans le temps en fonction des traitements utilisés. 11
y a aussi les modéles de second plan, dans I’évaluation d’une formulation
efficace, qui constituent des approches intéressantes. Ceux-ci sont aussi
effectués sur des rongeurs. Ces modéles sont cependant fastidieux et long,
nécessitant I’instauration du cancer par injection d’agents chimiques dans
Iintestin et I’ingestion de diétes hautes en gras. L’expérience prend en
genéral de 8 a 10 mois. Un autre modéle, cette fois-ci sur des souris, émerge
peu a peu et prend beaucoup d’importance. 1l s’agit des souris APC™" qui
possédent une délétion du géne de la polypose adénomateuse responsable de
I’apparition de polypes colorectaux. Il s’agit aussi d*un modéle coiiteux, mais
d’une durée plus courte d’environ 3 mois. Le volet d’agent solubilisant des
EPS reste aussi & explorer. L’utilisation de polyméres naturels pour améliorer
la solubilit¢ de médicaments est fort appréciable dans le domaine de la
pharmacologie alors que bien souvent des suspensions complexes doivent étre

utilisées.
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Bref, plusieurs avenues sont encore a approfondir. La premiére consiste
évidemment a4 améliorer la caractérisation et la puret¢ de notre molécule
d’intérét pour pouvoir étre plus en mesure d’obtenir des résultats hautement
reproductibles. Une fermentation stable du consortium pourrait permettre
d’aller chercher cette reproductibilité. Cette étude a néanmoins permis
d’établir une preuve de concept, soit que les EPS peuvent former des micelles.
Certaines pistes semblent indiquer leur potentiel a agir comme transporteurs
tout en synergisant avec le médicament véhiculé. 11 faut maintenant solidifier
cette preuve de concept et ces hypothéses par des approches expérimentales et
des modéles de tout genre. Le monde des transporteurs est en essor,
particuliérement dans le domaine de la thérapie du cancer ot les médicaments
sont souvent peu solubles ou affectés par des mécanismes de protection. Les
EPS offrent donc un potentiel a exploiter dans I’avancement des technologies

dans la lutte contre le cancer.
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Milieux de culture utilisés

Dulbecco's Modified Eagle Medium (D-MEM) (1X) liquid (high

glucose)
Molecular

COMPONENTS Weight
Amino Acids
Glycine 75
L-Alanyl-Glutamine 217
L-Arginine hydrochloride 21
L-Cystine 313
L-Histidine hydrochloride-H20 210
L-Isoleucine 131
L-Leucine 131
L-Lysine hydrochloride 183
L-Methionine 149
L-Phenylalanine 165
L-Serine 105
L-Threonine 119
L-Tryptophan 204
L-Tyrosine disodium salt dihydrate 261
L-Valine 117
Vitamins
Choline chloride 140
D-Calcium pantothenate 477
Folic Acid 441
i-Inositol 180
Niacinamide 122
Pyridoxal hydrochloride 204
Riboflavin 376
Thiamine hydrochloride 337
Inorganic Salts
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd,) 111
Ferric Nitrate (Fe(NO3)3"9H20) 404
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd,) 120
Potassium Chloride (KCI) 75
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84
Sodium Chloride (NaCl) 58
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-
H20) 138
Other Components
D-Glucose (Dextrose) 180
Phenoi Red 376,4

Concentration
(mg/L)

Minimum Essential Medium (MEM) Alpha Medium (1X) liquid

90

30
862
84
48
42
105
105
146
30
66
42
95
16
104
94

N

(=)
N N N N O I O

200
0,1
97,67
400
3700
6400

125

4500
15

Molarity
(mM)

04
3,97
0,398
0,153
0,2
0,802
0,802
0,798
0,201
0,4
04
0,798
0,0784
0,398
0,803

0,0286
0,00839
0,00907

0,04

0,0328

0,0196
0,00106

0,0119

1.8
0,000248
0,814
5,33
44,05
110,34

0,906

25
0,0399



Molecular
COMPONENTS Weight
Amino Acids
Glycine 75
L-Alanine 89
L-Arginine 211
L-Asparagine-H20 132
L-Aspartic acid 133
L-Cysteine hydrochloride-H20 176
L-Cystine 2HCI 240
L-Glutamic Acid 147
L-Glutamine 146
L-Histidine 155
L-Isoleucine 131
L-Leucine 131
L-Lysine 146
L-Methionine 149
L-Phenylalanine 165
L-Proline 115
L-Serine 105
L-Threonine 119
L-Tryptophan 204
L-Tyrosine disodium salt 225
L-Valine 117
Vitamins
Ascorbic Acid 176
Biotin 244
Choline chloride 140
D-Calcium pantothenate 477
Folic Acid 441
i-Inositol 180
Niacinamide 122
Pyridoxal hydrochloride 204
Riboflavin 376
Thiamine hydrochloride 337
Vitamin B12 1355
Inorganic Saits
Calcium Chloride (CaCl2) (anhyd,) 11
Magnesium Sulfate (MgSO4) (anhyd,) 120
Potassium Chloride (KCI) 75
Sodium Bicarbonate (NaHCO3) 84
Sodium Chloride (NaCl) 58
Sodium Phosphate monobasic (NaH2PO4-
H20) 138
Other Components
D-Glucose (Dextrose) 180
Lipoic Acid 206
Phenol Red 376,4

Sodium Pyruvate 110

Concentration
(mg/L)

91

50
25
105
50
30
100
24
75
292

52,4

1000
0,2
10
110

Molarity
(mM)

0,667
0,281
0,498
0,379
0,226
0,568
0,1
0,51
2

0,2
04
0,397
0,397
0,101
0,194
0,348
0,238
0,403
0,049
0,231
0,393

0,284
0,00041
0,00714
0,0021
0,00227
0,0111
0,0082
0,0049
0,000266
0,00297

0,001

1.8
0,814
5,33
26,19
117,24

1,01

5,56
0,000971
0,0266

1
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