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Résumé

De nombreuses études soutiennent I'idée que la microflore du cdlon intervient pour une grande part
dans I'étiologie du cancer colorectal. Du fait, un grand intérét s’est développé en faveur d’aliments
fonctionnels capable de prévenir son évolution en modulant la flore intestinale et/ou son métabolisme.
L'objectif de cette étude est la sélection d’une combinaison symbiotique dotée de caractéristiques prévenant
et/ou limitant le développement de cette pathologie. Au total 22 souches lactiques appartenant aux genres
Lactobacillus et Streptococcus ont été caractérisées pour leurs potentialités probiotiques, puis évaluées pour
leurs habilités a former des combinaisons symbiotiques avec des extraits phénoliques du Rosmarinus
officinalis et du Citrus cinensis. Ensuite, I’extrait phénolique sélectionné est étudié pour ses effets
antioxydants et antiprolifératifs. Les résultats obtenus suggérent que les composés phénoliques du romarin
lui conféreraient des propriétés biologiques intéressantes notamment une activité antimicrobienne a I’égard
des pathogénes de méme que leur sensibilisation & I’action des antibiotiques. Cet extrait avait non
seulement épargné la croissance des souches probiotiques, mais également amélioré leurs habilités
d’adhésion et d’agrégation. Les fortes activités antioxydante et antitumorale observées chez la fraction
Méthanolique de cet extrait, particuliérement riche en acide rosmarinique, seraient en faveur de sa
potentialité chimio-thérapeutique. L’extrait méthanolique du Rosmarinus officinalis pourrait renfermer des
candidats prébiotiques dotés de potentialités anticancéreuses. Nous avons en outre démontré dans cette
étude que Lactobacillus reuteri 5289, peut inhiber la production d'IL-12 chez des cellules dendritiques
induites par Lactobacilllus acidophilus NCFM. L’inhibition de I'lL-12 a été observée non seulement pour
les lactobacilles, comme indiqué jusqu'ici, mais aussi pour des bactéries de genres différents, y compris des
agents pathogénes. L’étude des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans l'inhibition de I'lL-12
par L reuteri 5289, avait révélée que I’activité anti-inflammatoire observée est associée a une
phosphorylation prolongée de la voie ERK1/2 des MAP kinases. Une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation immunitaire exercée par les lactobacilles est cruciale pour un emploi plus
efficace de souches probiotiques dans les pathologies inflammatoires de I'intestin ainsi que la prévention de
la tumeur colorectal.

Mots clés : Cancer colorectal, Polyphénols, Probiotique, Prebiotique, Symbiotique.

Abstract

Many studies support the idea that the microflora of the colon occurs largely in the aetiology of colorectal
cancer. Thus, great interest has developed in favour of functional foods capable of preventing its
development by modulating the intestinal flora and/or its metabolism. The objective of this study is the
selection of a symbiotic combination with characteristics preventing and/or limiting the development of this
pathology. A total of 22 lactic strains belonging to the genus Lactobacillus and Streptococcus were
characterized for their probiotic potentials and then evaluated for their ability to form symbiotic
combinations with phenolic extracts obtained from Rosmarinus officinalis and Citrus cinensis. Then the
selected phenolic extract was studied for its antioxidant and antiproliferative effects. The results suggest
that Rosemary phenolic compounds confer interesting biological properties including antimicrobial activity
against pathogens and also by enhancing their sensitiveness toward the antibiotics. This extract had not
only stimulated the growth of probiotic strains, but also improved their adhesion and aggregation abilities.
The strong antioxidant and antitumor activity observed in the methanol fraction of this extract, rich in
rosmarinic acid, would be in favour of its chemotherapeutic potential. The methanolic extract of
Rosmarinus officinalis could contain prebiotics candidates with anticancer potentials. We also
demonstrated in this study that Lactobacillus reuteri 5289, can inhibit the production of IL-12 in dendritic
cells induced by Lactobacilllus acidophilus NCFM. Inhibition of IL-12 was observed not only for
lactobacilli, as shown so far, but also for different kinds of bacteria, including pathogens. The study of
intracellular signalling pathways involved in the inhibition of IL-12 by L reuteri 5289, had revealed that the
observed anti-inflammatory activity is associated with prolonged phosphorylation of ERK1/2 MAP kinase.
A better understanding of immune regulatory mechanisms applied by lactobacilli is crucial for more
effective use of probiotic strains in inflammatory bowel diseases and the prevention of colorectal tumor.

Keywords: Colorectal cancer, Polyphenols, Probiotic, Prebiotic, Symbiotic.
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Introduction

Chaque année, environ un million de nouveaux cas de cancer colorectaux sont
diagnostiqués dans le monde, et plus de 500 000 décés sont signalés (Jemal et al, 2011). La
tumeur colorectale est la deuxieme cause de mortalité aprés celle du cancer du poumon chez
les hommes et celui du sein chez les femmes et a montré peu de signes de diminution au
courant des 20 a 30 derniéres années (Rafter, 2003). L’apport alimentaire contribue fortement
a son développement, jusqu'a 75% des cas étant supposés étre associé a l'alimentation, ce qui
implique que le risque de voir naitre cette affection serait potentiellement réductible (Saikali
et al, 2004). Par ailleurs, un grand nombre d’études soutient I'idée que la microflore du c6lon
intervient pour une grande part dans I'étiologie de ce type de cancer. Du fait, un grand intérét
s’est développé en faveur d’aliments fonctionnels probiotiques, prébiotiques ou leur
combinaison en symbiotiques ayant la caractéristique de prévenir le développement de ce
cancer en modulant la flore intestinale et/ou son métabolisme (Cho et Finocchiaro, 2010). I
fut également suggéré par plusieurs auteurs que I’association symbiotique serait plus efficace
que les deux approches séparées (Rafter, 2003). Toutefois, la limitation de I’approche
prébiotique peut étre due a la faible sélectivité de ces ingrédients alimentaires introduit seuls
ou en symbiotiques au risque d’encourager la croissance des pathogenes intestinaux. A partir
de la, de nouveaux candidats prébiotiques plus sélectifs ou méme ayant une action directe sur
les agents pathogénes intestinaux sont maintenant ciblés (Amar et al, 2012). Compte tenu de
I'association entre consommation des fruits et légumes et la régression en fréquence des
cancers, les plantes comestibles sont de plus en plus considérées comme source potentielle de
médicaments anticancéreux (Liu et al, 2012., Sharif et al, 2012). Ainsi, les composés
phytochimiques alimentaires présentent un intérét grace a leur grande variété en composés
biologiquement actifs, y compris les polyphénols comme les flavonoides, les tanins
hydrolysables et condensés (Feng et al, 2007., Zakaria et al, 2011). En particulier les
polyphénols avaient démontrés des effets anticancéreux par des mécanismes impliquant leur
propriétés antioxydante, anti-proliférative et anti-inflammatoire ainsi que leurs effets sur les
voies de signalisation intracellulaires faisant intervenir I'apoptose et I'induction de l'arrét du
cycle cellulaire (Zakaria, 2011., Gonzalez- Sarrias et al, 2012). lls constituent donc une
source prometteuse de composés chimiothérapeutiques potentiels (Lambert et al, 2005.,
McCann, 2007) comptant plus de 8000 composés différents décrits jusqu'a présent (Manach
et al, 2005). Par ailleurs, une inflammation chronique du cdlon, dans le cas de colite
ulcérative ou de maladie de Crohn notamment, a souvent été considérée comme un facteur

prédisposant au cancer colorectal (Collins et al, 2006., WCRF, 2007). Ainsi, la réduction de



Introduction

I'inflammation intestinale par le biais d’interventions probiotiques a caractére immuno-
modulatoire aurait le potentiel de mener a une réduction de I’incidence du cancer colorectal
(Van Guelpen et al, 2006., Tooley et al, 2006). L'objectif principal de cette étude est la
sélection d’une combinaison symbiotique capable de prévenir le développement du cancer
colorectal. Plusieurs souches lactiques appartenant aux genres Lactobacillus et Streptococcus
ont été caractérisées pour leurs potentialités probiotiques, puis évaluées pour leurs habilités a
former des combinaisons symbiotiques avec des extraits phénoliques du Rosmarinus
officinalis et du Citrus cinensis. Dans une seconde étape, I’extrait phénolique sélectionné
(celui du Romarin dans notre étude) est étudié pour ses effets antioxydants et antiprolifératifs
sur un model tumoral intestinal représenté par la lignée cellulaire Caco-2 et une autre lignée
tumorale sanguine U937 servant de control. De méme les cellules mononucléaires du sang
périphérique (PBMCs) sont utilisée afin d’évaluer son impact sur des cellules non tumorales.
En vue d’élucider les processus cellulaires impliqués dans l'activité anticancéreuse, I’extrait
phénolique du Romarin est étudié pour ses propriétés cytotoxiques, sa capacité modulatoire
du cycle cellulaire ainsi que ses effets pro-apoptotiques. Dans la derniere partie de ce travail
nous évaluons le mécanisme régissant I’activité anti-inflammatoire d’une souche lactique a
potentiel probiotique utilisant comme model in vitro des cellules dendritiques générées a
partir de monocytes. La propriété immuno-modulatoire de la souche concernée L.reuteri 5289
est estimée en terme de production de cytokines pro ou anti-inflammatoires, de I’expression

de marqueurs de maturation ainsi que I’évaluation des voies de signalisation intracellulaires.
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"La vérité est un miroir tombé de la main de Dieu et qui s'est brise.
Chacun en ramasse un fragment et dit que toute la vérité s'y trouve"

Jalal al-Din RGmf.
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I.1. Le Tube digestif :
1.1. Généralités sur le tube digestif :

Le tractus gastro-intestinal (GI) est responsable de la digestion des aliments, de leur
dégradation en protéines, glucides, lipides, sels minéraux, oligoéléments et autres substances
utilisables par I’organisme. Il permet également le transport de ces nutriments a travers la
muqueuse intestinale vers la circulation sanguine de facon a ce qu’ils puissent étre utilisés par
I’organisme, ceci correspond a I’absorption (Cinquin, 2005). Cet appareil differe beaucoup
d’une espéce a I'autre, ainsi par exemple la fermentation des fibres alimentaires a lieu chez
I’lhomme dans le cblon alors qu’elle a lieu chez les ruminants dans le rumen (situé avant
I’intestin gréle) (Roberfroid, 2002).
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coldn ascendant
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Ceacum colon sigmoide
appendice

rectum

Figure 1: Schéma anatomique du tube digestif (Bernier, 1997)

L’écosysteme Gl est généré par une alliance stable entre I’épithélium GI, le systeme
immunitaire et une importante flore microbienne. Ces trois composants sont continuellement
lies entre eux et évoluent ensemble en assurant une fonction et une activité de I’écosysteme.
Si I'un des trois composants est défaillant, I’alliance est altérée et par conséquent diverses
pathologies s’y installent (McCraken et Lorenz, 2001).
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1.2. Anatomie physiologique de la muqueuse intestinale :

La muqueuse est fortement pliée et les plies formés sont orientés vers la lumiere
intestinale. La surface interne du tube se trouve alors augmentée (200 & 300 m?) ce qui accroft
la digestion et I’absorption. De plus la muqueuse est arrangée pour former une panoplie de
prolongement en doits (0.5-1mm de long) connus sous le nom de villosités et qui sont en

nombre de 20 a 40/mm?,
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Figure 2: Structure anatomique responsable d'un accroissement de la surface

réelle de la muqueuse intestinale (Friemel et Jarry, 2004)

La couverture de la surface épithéliale est une couche de mucus de 10 & 250 pum
d’épaisseur, I’épithélium est constitué principalement de cellules épithéliales en colonne,

cellules absorbantes (entérocytes) et cellules calciformes sécrétant le mucus. La surface des
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entérocytes est formée de petits plis appelés microvillosités, qui fournissent une tres large
surface communément appelée « bordure en brosse » (Wilson, 2005).
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Figure 3 : Structure de I’épithélium intestinal. L’intestin gréle et le cdlon présentent un épithélium
polarisé avec des cellules prolifératives localisées a la base des cryptes. Au fur et a mesure que les
cellules migrent vers la partie apicale, elles se différencient pour former les entérocytes et les cellules
sécrétrices (caliciformes et entéroendocrines). L’intestin gréle se caractérise par sa structure en
villosités et la présence de cellules de Paneth. Le colon présente une surface plane et les cellules de
Paneth sont absentes (Sanchez et al, 2004).

Il existe dans la muqueuse entre les bases des villosités un bon nombre de cryptes (cryptes
de Liber Kihn) entre 6 et 10, ce sont les unités prolifératives de la muqueuse et contiennent
des cellules indifférenciées. Les cellules sortent des cryptes et bougent de la base de la
villosité vers son sommet, en se transformant en: entérocytes, cellules calciformes ou en
cellules endocrines, a I’arrivé au sommet chacune d’elles est larguée dans le lumen. Le
processus entier dure environ trois jours. Les cryptes produisent un quatriéme type de cellules
« cellules de Paneth » qui y restent et synthétisent une gamme de composés antimicrobiens.

La couche du mucus est essentiel pour le maintient intestinal, elle assure la lubrification,
une protection de lintestin contre les attaques de l'acidité enzymatique et des toxines, elle
constitue un substrat pour plusieurs especes microbiennes, permet de détacher les

microorganismes, et peut servir en plus comme antioxydant (Kohen et al, 1993).
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1.3. Le Colon physiologique :
1.3.1. Topographie :

Le gros intestin comprend le caecum, colon (ascendant, transverse, descendant et
sigmoide), rectum et canal anal. Il est d’approximativement 150 cm de long, 6.5 cm de
diamétre d’un volume d’a peu prés 540 ml, et d’une surface d’environ 1250 cm?, cette
derniére ne contient pas de plis ou de villosités permanentes (Wilson, 2005) et présente un
aspect relativement lisse, bien qu'elle soit parsemée de nombreuses glandes qui s’ouvrent a sa
surface. Les types cellulaires ressemblent & ceux de I’intestin gréle mais le nombre de cellules

calciformes y est beaucoup plus élevé (Hartley et al, 1979). .

1.3.2. Structure :

Le cblon est constitué de quatre tuniques : séreuse, musculeuse, sous-muqueuse et mugqueuse.
e .lLaséreuse
Formée du péritoine viscéral, elle comprend un mésothélium et une couche sous-séreuse de

tissu conjonctif lache, riche en tissu adipeux au niveau des appendices épiploiques.

e La musculeuse
Sa couche externe est constituée de myofibres lisses longitudinales. Cette couche mince
s’épaissit par endroits au niveau des ténias coliques en bandelettes longitudinales. Sa couche

interne est constituée de myofibres lisses circulaires.

e La sous-muqueuse
Elle est constituée de tissu conjonctif lache contenant des vaisseaux sanguins et lymphatiques,
des cellules adipeuses, un plexus nerveux et des follicules lymphatiques solitaires. Ces
follicules sont plus nombreux au niveau de I’appendice vermiforme (Krstic, 1991).

e La muqueuse
Elle ne présente pas de villosités. Elle est épaisse, soulevée par les crétes des plis
semilunaires. Sa surface est parsemée des orifices des cryptes intestinales. Son épithélium est
cylindrique simple avec des endocrinocytes gastro-intestinaux. Les cryptes sont riches en
cellules caliciformes. Sa lamina propria est un conjonctif lache, bien vascularisé et innervé et

sa musculosa est une fine couche de myofibres lisses (Krstic, 1991).
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Figure 4: Structure de la surface du colon. a) unité polygonale avec crypte centrale, X 650. b)
Cellules calciformes de la bordure en brosse sécrétant du mucus (Hartley et al, 1979).

1.3.3. Fonctions :

Sur le plan fonctionnel le colon peut étre divisé en deux parties séparées par le colon
transverse : colon droit et colon gauche. Le colon droit (caecum et colon ascendant) joue un
role majeur dans I’absorption de I’eau et des électrolytes, de méme que dans la fermentation
des sucres non digérés, le colon gauche (colon descendant, colon sigmoid et rectum)
intervient dans I’entreposage et I’évacuation des déchets (Neviére, 2005).

Colon transverse
Fermentation plus lente
faible biodisponibilité du substrat
activité bactérienne réduite
faible concentration des produits finis

Colon ascendant (proximal)

. - Colon descendant (distal)
e grande croissance bactérienne

o fermentation importante des
glucides

e transit rapide

o faible pH (5.5-6)

o faible fermentation des glucides
e pH plus neutre
e protéolyse plus importante

Caecum Colon sigmoide

Rectum

Figure 5: Segments du colon avec l'activité bactérienne et les
différences physiologiques correspondantes (Vernazza et al, 2006)
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Le chyme intestinal arrive semi pateux dans le gros intestin ou il subi d’importantes
modifications. Tout d’abord un essorage par réabsorption d’eau a lieu. Il est également
enrichit par la sécrétion de substances telles que les graisses neutres, des substances minérales
diverses, des cellules intestinales et des fragments cellulaires provenant de la desquamation
des muqueuses. Cette partie tu tube digestif est le site d’une intense activité bactérienne. Il en
résulte des produits alcalin souvent toxiques pour I’organisme (ammoniaque, phénols...) les
produits toxiques absorbés par la muqueuse arrive au foie qui les transforment par
glucuroconjugaison, avant leur élimination urinaire. Les matieres fécales ont une origine
endogéne (3/4) et exogene (1/4) (Calas et al, 1996).

1.2. Cancer du colon
1.2.1. Epidémiologie

L’incidence du cancer du colon dans le monde est extrémement variable selon les pays
avec un rapport de 1 a 25 entre I’inde pays le moins touché et I’Amérique du nord pays le plus
touché. Chaque année, environ un million de nouveaux cas de cancer colorectaux sont
diagnostiqués dans le monde, et plus de 500 000 déces par an (Jemal et al, 2011). C’est la
troisieme tumeur maligne la plus diagnostiquée dans le monde d’aprés I’étude GLOBOCAN
(Parkin, 2001) et le deuxiéme cancer le plus meurtrier aprés celui des poumons dans les pays
occidentaux (Parker, 1997). Les pays riches et industrialisés sont les plus concernés avec une
forte fréquence dans le nord et I’ouest de I’Europe. Dans la derniere étude Eurocare-4 du
registre européen des cancer portant sur la période 2000-2002 le taux de survie relative a 5
ans est passé a 59.9 % au coté de la Belgique (60.7%), I’Allemagne (61.2%) et la suisse
(63.8%) (Verdecchia et Francosci, 2007). De plus, les émigrants originaires d’un pays
pauvre acquierent en une génération un taux de cancer colorectal qui se rapproche de celui des
habitants de leur pays d’accueil. Ces faits suggérent que le mode de vie, I’environnement, et
I’alimentation ont un impact important sur le risque de développement du cancer (WCRF,
2007).

1.2.2. Eléments de la Tumorogénése :

Hanahan et Weinberg (2000) ont proposé que la formation d'une tumeur nécessite
l'acquisition de 6 propriétés cellulaires (Figure 6):
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Echappement a
I'apoptose

Induction de Invasion des tissus et
I’angiogénéese metastases

Figure 6 : Modifications acquises au cours de la tumorigenése. Selon cette théorie les cellules
doivent accumuler 6 modifications, quel que soit le moyen, pour former un cancer. (Hanahan
et Weinberg, 2000).

a) Autosuffisance en signaux de croissance.
La tumeur produit elle-méme des signaux de croissance afin de ne pas dépendre totalement de
son microenvironnement de ce point de vue.

b) Insensibilité aux signaux inhibant la croissance.
La prolifération des cellules est contr6lée au niveau du cycle cellulaire. 11 existe des signaux
qui bloquent le cycle cellulaire. Les cellules tumorales doivent échapper a ces signaux afin de
proliférer.

c) Potentiel réplicatif illimité.

Bien qu’étant dotées de capacités réplicatives élevées, les cellules finissent toujours par
arréter de se multiplier par un mécanisme appelé sénescence. Celui-ci semble étre en partie
dépendant de I’érosion des téloméres qui progresse au fur et a mesure des cycles de divisions.
Une des caractéristiques des cellules tumorales est de limiter I’érosion des téloméres et
d’échapper ainsi aux mécanismes de sénescence. Cela permet aux cellules tumorales d’avoir

la capacité de proliférer indéfiniment (Hanahan et Weinberg, 2000).
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d) Echappement a I'apoptose.
Parallelement a la prolifération, I’inhibition de I’apoptose contribue également a
I’expansion d’une population cellulaire. Les tumeurs doivent devenir insensibles aux signaux

initiant ce mécanisme.

e) Induction de I'angiogenese.

Les cellules nécessitent un apport en oxygene et en nutriments afin de survivre. Cet
apport se fait par I’intermédiaire des vaisseaux sanguins. Lorsque la tumeur devient
volumineuse, elle nécessite une irrigation plus importante. Elle doit étre capable d’initier la

formation de nouveaux vaisseaux sanguins par un mécanisme appelé angiogénese.

f) Invasion des tissus et métastases.
Durant le développement de la plupart des tumeurs, des cellules vont se détacher de la tumeur
et étre a I’origine de la formation de tumeurs dans d’autres organes. C’est cette derniére étape
qui est souvent fatale au patient. Hanahan et Weinberg proposent que ces 6 propriétés soient
communes a la plupart, voire a la totalité des tumeurs (Hanahan et Weinberg, 2000).

1.2.3. Les différentes phases de la Tumorogénese:

La cancérogenése est un processus multiphasique tres complexe, qui se déroule sur une
longue durée. Un modéle extrémement simplifié de la cancérogenése la divise en trois étapes :

initiation, promotion, et progression (Riboli et al, 1996).

initiation promotion progression invasion
o E| == | A @
‘._"__._-—-.~ A ———— e —
normal _y, aberrant _ micro-__, small & large _, ade_no— metastasis
crypt crypt adenoma adenoma carcmoma
(ACF) (cancer)

10 200 0-3 0.05 per colon in
millions adult human

Figure 7 : Evolution multiphasique d’une crypte normale en adénocarcinome,
et mutations associées a chaque étape (Corpet, 2014).
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a) Initiation

Lors de la phase d’initiation, les cellules acquiérent des altérations génétiques stables et
transmissibles. Ces mutations peuvent &tre spontanées, ou induites par des agents
carcinogenes physiques (radiations, traumatismes), chimiques (hydrocarbures polycycliques,
toxiques végétaux...) ou biologiques (virus). Les cellules initiées le sont de facon irréversible.
Les protooncogenes et les génes suppresseurs de tumeurs ont un réle fondamental dans
I’apparition du cancer, puisqu’ils coordonnent le développement et la division cellulaire. Par
mutation, ils deviennent des oncogenes en favorisant la prolifération cellulaire. Ces cellules
sont donc anormales sans qu’aucune tumeur ne soit encore cliniqguement observable, tant que

d’autres agents, appelés promoteurs, n’interviennent pas (Weinberg, 1996).

b) Promotion

Les cellules initiées peuvent persister dans I’organisme pendant de longues périodes, sans
exprimer leurs potentialités oncogénes. La phase de promotion recouvre I’ensemble des
mécanismes épigénétiques qui permettent le passage de cet état quiescent a I’expansion
clonale des cellules initiées. Elle a toujours lieu apres la phase d’initiation, mais un méme
agent peut étre a la fois initiateur et promoteur. Contrairement a I’initiation, la phase de
promotion est réversible, au moins dans ses premiers stades (Riboli et al, 1996).

c) Progression et invasion

L’initiation et la promotion sont inapparentes cliniquement. La phase de progression
aboutit a I’émergence clinique de la tumeur. Elle met en jeu, a nouveau, des mutations
génétiques. Lors de la phase d’invasion, des cellules tumorales se disséminent dans
I’organisme par voie sanguine ou lymphatique, et forment des métastases a distance. Le
malade meurt rarement de la tumeur primaire ; ce sont généralement les métastases qui

conduisent & la mort (Riboli et al, 1996).

Le CCR est précédé dans 60 a 80% des cas et pendant de nombreuses années d’une tumeur
bénigne épithéliale : I’adénome (Bedenne et al, 1992). Les adénomes sont tres fréquents: leur
prévalence varie entre 7 et 20%. Sur 100 adénomes, 10 atteindront 1 cm et 3 deviendront des
cancers (Grepithe, 1981). Les facteurs qui influencent le risque de transformation maligne
des adénomes sont leur taille, leur nombre, leur degré de dysplasie et la présence d’un
comportement villeux. La durée de la séquence adénome-cancer est estimée a 9 ans pour un

adénome macroscopiquement visible (Faivre, 2001).
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1.2.4. Aspects moléculaires et génétiques :

Dans 80% des cas de cancers du c6lon gauche, elles font partie du groupe des tumeurs
LOH+ (Loss Of Heterozygosity), et se traduisent par des pertes alléliques sur les
chromosomes 17 et 18, et une hyperploidie. Dans les cancers du cdlon droit, on rencontre
40% de tumeurs LOH+, et un tiers d’erreurs de réplication des loci microsatellites (MSI+).
L’accumulation de ces mutations est indispensable pour que le phénotype malin soit exprimé
(Fearon, 1992). La cancérogenése colique correspond a deux types d’instabilité génomique :

- L’instabilité microsatellite (MIN, MSI encore appelé RER pour replication error) dans
15% des cas pour lesquels le contenu génétique reste diploide.

- L’instabilité chromosomique dans 85% des cas est caractérisée par une aneuploidie.

Cette instabilité génomique s’accompagne de nombreuses mutations dans trois classes de
génes : les oncogenes (EX. génes pro et anti-apoptotiques : Bcl-2, Bax), les suppresseurs de
tumeurs (Ex. gene codant pour la p53) et les génes mutateurs (hnMSH2, hMSH6, hMLH1,
hPSM1, hPSM2) (Lengauer et al, 1998).

1.2.5. Facteurs de risque :
a) Age

Le risque apparait vers 45 ans pour les formes sporadiques. En effet, le CCR est rare avant
50 ans, mais a partir de cet age la proportion de cas diagnostiqués double chaque décennie,
pour atteindre des taux voisins de 450 pour 100 000 hommes de 80 a 84 ans, et de 310 pour
100 000 femmes du méme age (Eckburg et al, 2005). L’incidence maximale se situe entre 50
et 70 ans. Cependant, les personnes atteintes de FAP ou de HNPCC peuvent développer un
cancer colorectal avant I’age de 40 ans (Remontet et al, 2003).

b) Hérédité
Certains CCR doivent étre considérés comme de véritables maladies génétiques, du fait de

caracteres transmis de maniere héréditaire entrainent un risque accru de CCR, mais ces

formes familiales représentent 6 a 7% des CCR :

- la polypose adénomateuse familiale (PAF) (environ 1% des CCR dans les pays

Occidentaux), entrainant une cancérisation inéluctable, soit un risque de 100%;
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- Le syndrome HNPCC (Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer), dit Syndrome de
Lynch (environ 5% des CCR), avec un risque cumulé de développer un CCR avant 75 ans de
92% chez I’homme et 83% chez la femme;

- La polypose juvénile ;

- Le syndrome de Peutz-Jeghers (Menegoz et al, 1998).

Cc) Sexe

Les cancers du colon descendant et du sigmoide se caractérisent par une prédominance
masculine qui apparait au-dela de 65 ans, avec au maximum un chiffre de 1,5 (Faivre et al,
2001). C’est le troisieme cancer le plus fréquent chez les hommes, et le deuxieme chez les
femmes (apres le cancer du poumon et de la prostate chez I’lhomme, et le cancer du sein chez
la femme) (Remontet et al, 2003).

d) Mode de vie

Le rapport du World Cancer Research Fund paru en Novembre 2007 (WCRF, 2007) est la
synthése de nombreuses études sur le role de I’alimentation, de la nutrition et de I’activité
physique pour la prévention des cancers. Selon les experts qui ont rédigé ce rapport, I’activité
physique est un facteur de protection avéré contre le cancer colorectal. De méme des études
épidémiologiques on démontrées que des facteurs de I’alimentation tels que la quantité de
lipides, de viande et d’alcool, ainsi que I’ingestion d’un exces de calories sont associés a un
risque augmenté de cancer colique. Par ailleurs, d’autres facteurs comme les légumes, les
fruits, le calcium, les fibres alimentaires contenant des pentosoanes, et certains glucides,
seraient associés a un risque diminué. On a noté, par exemple, dans certaines études, que la
mortalité par cancer du célon est inversement proportionnelle a la consommation de blé et de
céreéales (Riboli, 1996).

e) Autres affections

Une inflammation chronique du célon, dans le cas de colite ulcérative ou de maladie de Crohn
notamment, est un facteur prédisposant au cancer colorectal (WCRF, 2007).
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1.2.6. Role de la flore digestive dans I’initiation ou la promotion du cancer du colon
2.6.1. Flore commensale et inflammation

Des souris knockout pour le gene IL-10, ou double knockout pour les génes Tgfb-1 et
Rag2, TCRb et p53, ou Gpx1 et Gpx2, sont utilisées pour I’étude des maladies inflammatoires
du cblon. Lorsque ces souris sont élevées dans des conditions stériles, I’inflammation du
cblon est réduite de facon significative, et aucune tumeur n’est observable. Les mémes souris
associées a une flore normale développent des tumeurs. Les souris Min sont un autre modele
utilisé pour I’étude du cancer colorectal. L’inflammation intestinale des souris Min est réduite
par rapport aux animaux précités. Cependant, les souris Min axéniques développent moitié
moins de petits adénomes que les souris Min a flore normale : la flore intestinale a donc un
role promoteur du cancer, méme chez des animaux capables de réguler normalement
I’inflammation. L’inflammation provoquée par la flore est variable suivant les espéces

bactériennes (Huycke and Gaskins, 2004).

2.6.2. Métabolisme et synthése de carcinogénes par les bactéries commensales

En 1975, Reddy a démontré que la flore microbienne jouait un rdle crucial dans la
cancérogenese. Un groupe de rats axéniques et un groupe de rats a flore normale ont recu des
injections de DMH. Seuls 20% des rats axéniques ont développé des tumeurs colorectales,
contre 93% des rats normaux. L’instillation par voie rectale d’AOM, le principal métabolite
du DMH, a augmenté de facon importante le nombre de tumeurs chez les rats axéniques
(Reddy et al, 1975) Le métabolisme de la flore intestinale produit de nombreuses espéces
chimiques réactives, notamment des radicaux libres comme le superoxide. Pour I’instant,
aucune étude n’a pu prouver I’existence d’un lien entre le cancer du cblon et les bactéries
synthétisant du superoxide (Huycke and Gaskins, 2004). Les bactéries sulfo-réductrices font
partie de la flore intestinale habituelle. Ces bactéries produisent de I’H2S. La production de
sulfure est liée a la cancérogenese, car il augmente la prolifération cellulaire, inhibe le
métabolisme du butyrate par les colonocytes, et active certaines voies de transduction
cellulaire défavorables (Ridlon et al, 2006). Plus les bactéries sulfo-réductrices sont
nombreuses, moins les bactéries méthanogenes le sont. Environ 50% des Européens et des
Américains, et 90% des Noirs Africains d’origine rurale excréetent principalement du méthane,
et hébergent vraisemblablement peu de bactéries sulfo-réductrices. Cette répartition est
corrélée négativement aux prédispositions pour le cancer colorectal (Huycke and Gaskins,
2004).
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2.6.3. Biotransformation des acides biliaires

Chez I’homme, les principaux acides biliaires primaires sont I’acide cholique et I’acide
chénocholique. Environ 5% des sels biliaires (0.2 a 0.3 g/j) sont déconjugués et métabolisés
par la flore (principalement les genres Clostridium, Lactobacillus Eubacterium, Bacteroides
et Peptococcus). Plus de vingt acides biliaires secondaires différents ont été mis en évidence
dans les selles (Rambaud et al, 2004). Les acides biliaires secondaires peuvent provoquer
I’apoptose des colonocytes, et de fortes concentrations en DCA (acide déoxycholique) ou
LCA (acide lithocholique) pourraient exercer une pression de sélection favorable a
I’émergence de cellules épithéliales mutantes résistantes a I’apoptose. Le DCA intervient
également dans I’activation de voies de transduction dont le role dans la cancérogenése est
connu, comme la voie B-caténine (Ridlon et al, 2006; Pai et al, 2004) ou I’inhibition de
I’activité de la protéine p53 (Qiao et al, 2001).

2.6.4. Effets sur le cancer :

La viande peut étre convertie en amines hétérocycliques durant sa cuisson et la
fermentation bactérienne de protéines produit des amines et de I’'ammoniaque fortement
toxigeniques. Deux enzymes capables de produire des carcinogénes sont la B- glucuronidase
chez I’héte et la flore et la B- glucosidase chez la microflore, bien que cette derniére catalyse
d’autre part la production de substances antimutageéniques. Les bactéries lactiques sont
capables de réduire les taux de ces deux enzymes dans les féces. Cela peut étre di a
I’inhibition d’une enzyme I’ornithine décarboxylase, ou par blocage du géne promoteur de la
tumeur (ras-21). De plus la stimulation du systeme immunitaire devrait étre un autre

meécanisme anticancéreux des probiotiques (Vernazza et al, 2006).
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« Qu’il soit lent ou rapide celui qui cherche trouvera.

Tout ce que tu possedes en fait de richesses et talents,
n’était-ce pas d’abord une recherche et une pensée?

Si ceux qui ont soif cherchent de I’eau dans le monde,
I’eau aussi cherche dans le monde ceux qui sont assoiffés »

Jalal al-Din RGm1
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1.1. Aliments fonctionnels :
1.1.1. Concept :

I n’y aura probablement pas de définition simple et universelle de I’aliment fonctionnel car
avant tout c’est un concept centré sur « les fonctions a moduler » d’avantage que sur « les
produits a développer » (Diplock, 1999).

Le Japon a été le berceau du terme aliment fonctionnel connu sous le nom de FOSHU en
1991. Depuis les années 1990, une grande variété de termes plus ou moins inspirés de
I’approche japonaise ont vu le jour, incluant des mots ou des expressions plus exotiques tell
que : nutraceutique, designer food, f(ph)armafood, medifood, vita food, auxquels il faut ajouté
des termes plus traditionnels comme : supplément alimentaire, aliment diététique et aliment
enrichi ou fortifié (Roberfroid, 2002).

1.1.2. Définitions :

« Aliment fonctionnel » est une expression qui comprend presque autant de définitions
qu’il y a d’auteurs s’y référant. Ces définitions sont soit simples « aliment qui fournit des
bénéfices nutritionnels au-dela de la nourriture de base » (IFIC, 1995). Soit plus élaborées
« aliments ou boissons dérivés de substances naturelles et consommés comme partie de la
nourriture quotidienne et qui, s’ils sont ingéré, ont des effets physiologiques bénéfiques »
(Hillian, 1995).

1.1.3. Modulation de la microflore intestinale :

Plusieurs facteurs affectent la composition du microbiote intestinal humain, dont
probablement le taux et le type de substrat de croissance sont les plus influengant.
L’alimentation peu donc exercer une influence majeure sur les population bactériennes et du
fait sur I’état de santé (Macfarlane et Gibson, 1994). Trois approche ont été développés les

« probiotique », « prébiotique » et leur association en « symbiotique ».
1.3.1. Approche probiotique :

Les probiotiques sont des suppléments alimentaires microbiens vivant, affectant

bénéfiguement I’h6te animal par amélioration de sa balance microbienne intestinale. Pour
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I’'usage de I’adulte humain, ceci inclue les produits laitiers fermentés aussi bien que les
préparations contenant des bactéries lyophilisées (Collins et Gibson, 1999).

Les bactéries impliquées sont souvent des producteurs d’acide lactique (lactobacilles et
Bifidobactéries).

-

Probiotiques

mpétition ,
Compétitio Réponse
immunitaire
Modulation immunitaire

Transformation des composant alimentaires
-_— Production d'AGCC

- \ C talk )
\ ’-‘ < ross-ta .

) Production de substrats endogénes
Microbes du tractus Gl Réponse immunitaire

Modulation
immunitaire

Cellules hotes

Transformation

Preébiotiques

Figure 8: Interactions héte-microbes et impact des pré-probiotiques
(Tannock, 2005)

a) Caractéristiques : Un probiotique efficace doit :

e Exercer un effet bénéfique sur I’h6te.

e Ne doit étre pathogénique ou toxique.

e Contenir un grand nombre de cellules viables.

e Etre capable de survie et de métabolisme dans I’intestin.

e Demeurer viable durant le stockage et I’utilisation.
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e Avoir de bonnes propriétés sensorielles.

e Etreisolé a partir des mémes espéces de I’hdte correspondant (Steer et al, 2000)

b) Avantages :

o Alléger les symptdmes de la malabsorption du lactose.

e Augmentation de la résistance naturelle aux maladies infectieuses du tractus digestif.
e Suppression du cancer.

e Réduction des concentrations sériques du cholestérol.

e Amélioration de la digestion.

e Stimulation de I'immunité gastro-intestinale.
c) Limitations :

Les limitations majeures de cette approche sont la survie en stockage et la suppression
dans le tractus gastro-intestinal. Pour cela ils doivent étre en grand nombre, au moins 7-8 log
UFC/ml de contenu du lumen (Ducluzeau et Bensaada, 1982). Kullen et al (1997) ont
trouvés qu’une ingestion journaliere d’une préparation de Bifidobacterium spp, une fois
stoppée, le germe ne sera détectable que pour 8 jours. L’élaboration par génigénétique ou la
sélection d’espéeces probiotiques avec des sites d’adhésion a I’épithélium du colon humain est
I’une des voies d’augmentation de la survie in vivo (Korpela et Saxelin, 1999).

Tableau 1: Bactéries probiotiques et leurs bénéfices sanitaires attribués (Steer et al, 2000)

Effets reportés Espece probiotique

Modulation du systéme immunitaire. Lactobacillus acidophillus, L. casei, L. plantarum,
L. rhamnosus.

Amélioration de la balance microbienne | L.acidophilus, L.casei, Bifidobacterium bifidum
intestinale.
Réduction des activités enzymatiques | L.acidophillus, L.casei, L.gasseri, L.delbrueckii,
fécales (activant les carcinogenes).
Effet antitumoral. L.acidophilus, L.casei, L.gasseri, L.delbrueckii,

L. plantarum, B.infantis,  B.adolescentis,

B.bifidum, B.longum.
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Prévention des diarrhées des voyageurs | Saccharomyces spp., L.acidophilus, B.bifidum,
Streptococcus thermophilus, L.bulgaricus
Prévention de diarrhées a rotavirus. L. rhamnosus, B.bifidum.

Prévention des diarrhées a C.difficile L. rhamnosus, S.spp.

Prévention des autres types de diarrheés | L.acidophilus, L. rhamnosus, B.bifidum.

1.3.2. Approche preébiotique :
a) Définition :

Un prébiotique est un ingrédient alimentaire non digestible qui affecte bénéfiquement
I’h6te par la stimulation sélective de la croissance et/ou de I’activité d’une ou d’un nombre
limité de bactéries dans le colon et ainsi moduler la composition naturelle de cet écosysteme
(Roberfroid, 2001). Un prébiotique idéal devrait aussi étre capable de réduire ou de
supprimer le nombre et I’activité de pathogene connus, exemple I’effet de la cellobiose sur
L.monocytogene (Park & Kroll, 1993). Les fructanes type-inulin semble exercer les
meilleurs effets. Une simple stimulation des Bifidobactéries semble insuffisante pour
démontrer un effet, I’action in vivo sur les autres microorganismes intestinaux doit aussi étre
révélée (Roberfroid, 2001).

b) Critéres de sélection :
A fin d’étre reconnu comme prébiotique, un ingrédient alimentaire devrait :

e N’étre du moins partiellement, ni digéré, ni assimilé dans la partie supérieure du
systeme gastrointestinal.

e Etre fermenté dans le colon de facon sélective par un nombre limité de bactéries
potentiellement favorables.

e Altérer la composition de la microflore colique en faveur d’une flore
potentiellement plus saine.

e Eventuellement induire des effets systémiques qui peuvent étre bénéfique pour la
santé de I’hdte (Roberfroid, 2002).
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c) Mécanismes d’action :

Les cibles principales des prébiotiques sont Bifidobactérium spp et Lactobacillus spp. I
est toutefois, désirable d’augmenter la production du butyrate dans le colon (Andoh et al,
2003). Ceci ouvre une nouvelle voie ciblant les producteurs intestinaux de butyrates autres
que les Clostridies (Hold et al, 2003). Les prébiotiques induisent des effets antimicrobiens via
leur stimulation sélective des espéces indigenes bénéfiques, qui sécrétent des composés
antimicrobiens, modulent la fonction immunitaire et entrent en compétition avec les
pathogénes sur leurs sites d’adhésion. A titre d’exemple, les oligosaccharides solubles
peuvent fixer les pathogénes ou les déloger des cellules épithéliales par encombrement
stérique et réduire ainsi leur habilité a coloniser et infecter I’hdte (Zopt et Roth, 1996).

1.3.3. Approche symbiotique :

Un symbiotique est un aliment associant un probiotique et un prébiotique, autrement dit
une bactérie vivante et le nutriment qui lui est favorable (Robertfroid, 2002). L’objectif est
d’améliorer la survie des probiotique durant leur passage dans le tractus digestif supérieur et
de leur favoriser une meilleure implantation au sein de la microflore colonique avec un effet
stimulant sur la croissance ou I’activité ou les deux a la fois (Steer et al, 2000). Il est d’ autre
part possible de concevoir un symbiotique pour des régions différentes du tube digestif par
exemple pour le petit intestin ou gros intestin (Holzapfel & Schillinger, 2002).

Tableau 2 : Exemples des principaux probiotiques, prébiotiques et symbiotiques :

Type Especes

Lactobacillus : L.acidophilus, L.casei, L.delbruckii subsp.bulgaricus
L.reuteri, L.brevis, L.cellobiosus, L.curvatus, L.fermentum, L.plantarum.

. Cocci Gram positif : Lactococcus lactis subsp. Cremoris, streptococcus
Probiotique
salivarius subsp. Thermophilus, Enterococcus faecium, S.diaacetylactis,
S.intermedius.

Bifidobacterium :  B.bifidum, B.adolescentis, B.animalis, B.infantis,

B.longum, B.thermophilum.
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Prébiotique Fructooligosaccharides (FOS), galactooligosaccharides (GOS), inuline,
lactulose, lactitol,
. Bifidobactéries + FOS
Symbiotique
Lactobacilles + lactitol
Bifidobactéries + GOS

11.2. Aliments fonctionnels en prévention du Cancer colorectal :

11.2.1. Alimentation et Cancer :

Environ 70 pour cent du cancer colorectal est associée a des facteurs environnementaux,

principalement d’origine alimentaires (Saikali et al, 2004). Ainsi, beaucoup d'attention a été

portée sur la diminution du risque de cancer par des modifications de régime, en particulier la

consommation de probiotiques et/ou l'augmentation d'apport en ingrédients prébiotiques (Cho

et Finocchiaro, 2010). Plusieurs études ont suggéré un effet indirecte de I'alimentation sur le

développement du cancer, principalement en agissant sur la capacité de I'n6te a métaboliser

les pro-carcinogénes dont I'activation, dans le cas du cancer du c6lon, peut étre médiee par la

flore bactérienne du gros intestin. Un certain nombre d'enzymes bactériennes ont été

impliquées dans la production ou lactivation des mutagénes, cancérigénes et divers

promoteurs de tumeurs, tels que les B-glucuronidase, azoreducatse, déshydrogénase 7-a-

hydroxy-stéroide, I'hydrolase de l'acide glycocholique, et la cholestérol déshydrogénase

(Goldin et Gorbach, 1976).

Carcinogénes
Inflammation
Stress oxydatif

Autres

Fonction immunitaire

Probiotiques
Prébiotiques
Symbiotiques

Dommages/Mutation
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Figure 9 : Mécanismes supposés de l'action des probiotiques, prébiotiques et symbiotiques
sur la transition des cellules normales vers des cellules cancéreuses (Cho et Finocchiaro,
2010).

11.2.2. Mécanismes d’action :
2.2.1. Changement du pH du Colon :

Le pH du colon joue un r6le tres important en tant que barriere immunitaire inné. Les
bactéries lactiques ont la capacité de produire divers acides gras libres, des acides organiques
et d'autres métabolites, ce qui conduit a une diminution du pH dans l'intestin. Cette baisse du
pH est considérée comme l'une des principales propriétés des bactéries probiotiques réduisant
I'incidence du cancer colorectal (Reddy et al, 1997). La diminution de la croissance des
micro-organismes pathogenes peut également moduler les enzymes pro-carcinogenes telles
que la B-glucuronidase, 7a-hydroxylase et nitroreductase (Kulkarni et Reddy, 1994.,
Ballongue et al, 1997). En outre, la diminution du pH colique induite par les pré-probiotiques
a été révelée capable d’améliorer la solubilité et I'absorption de minéraux tels que le Calcium.
En fait, une meilleure absorption de ce minéral fut démontrée bénéfique pour le cancer
colorectal par inhibition de la prolifération, de la différenciation et par induction de I'apoptose
chez les cellules de la muqueuse colique (Younes et al, 2001., Lamprecht et Lipkins, 2003).

2.2.2. Altération du métabolisme des xénobiotiques dans le systéeme intestinal :

Un xénobiotique est "une substance chimique trouvée dans les organismes, mais qui ne
devrait pas étre produite ou présente en eux», et beaucoup, sinon la plupart des xénobiotiques
sont cancérogenes pour I'homme. Les enzymes métabolisant les xénobiotiques (XME) sont
classées soit en phase 1 ou 2, respectivement responsables de la conversion de ces composés
exogenes en métabolites réactifs ou assurant les réactions de conjugaison afin de détoxifier les
composés réactifs pour leur excrétion (Lhoste et al, 2001). Les enzymes Phase 1 comprennent
le cytochrome P450 (CYP) et les enzymes de phase 2 incluent la glutathion-S-transférase
(GST) et NAD (P), la quinine réductase (quinone réductase), UDP-glucuronosyltransférase
(UGT), les sulfotransférases, et la N-acétyl-transférase (NAT) (Hashimoto et Degawa, 1995;
Joseph et Jaiswal, 1994; Lin et al, 1994). Il a été postulé que des probiotiques a I’exemple
des Bifidobactéries pourraient réduire les risques du cancer colorectal en produisant des
meétabolites affectant la fonction du P450 et par la suite la conversion de I’azoxyméthane en
carcinogene. Ces propriétés des probiotiques de modifier les enzymes métabolisant les
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xénobiotiques suggérent que les probiotiques pourraient prévenir le développement du cancer
du colorectal (Campbell et Hayes, 1976).

2.2.3. Modulation de la réponse immunitaire :

Les propriétés des lactobacilles de moduler le systeme immunitaire les rendent attrayants
pour des applications sanitaires. Leur administration s’est révélée capable affecter I'expression
de cytokines tel que I’IL-1, IL-6, IL-12, IL-18 et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-o)
favorisant ainsi le processus de la phagocytose (Maassen, 2000). Il a été également démontré
récemment que les bactéries lactiques, en particulier la fraction cytoplasmique de L.
acidophilus SNUL, L.casei YIT9029, et B.longum HY8001, ont été capables de réduire de
maniere significative la prolifération tumorale in vitro, d'augmenter le taux de survie chez les
souris injectées avec des cellules cancéreuses, et de promouvoir l'activité anti-tumorale par
I'intermédiaire de I'immunité cellulaire (Lee et al, 2004). De méme, la consommation de
prébiotiques avait démontrée un effet anti-tumorigéne par le biais de I'augmentation de la
réponse immunitaire, notamment I’activation des cellules NK et leur fixation sur les cellules
tumorales indiquant un avantage potentiel dans le traitement du cancer colorectal (Ghoneum
et al, 2004).

2.2.4. Réduction de I’'inflammation intestinale :

L’inflammation intestinale chronique (IBD) a été liée au développement du cancer
colorectal dans plusieurs travaux (Collins et al, 2006). Récemment, les probiotiques ont été
démontrés capables de réduire I'inflammation intestinale dans un certain nombre de modéles
animaux de MICI (Rachmilewitz et al, 2004) et chez des patients humains atteints de MICI
(Bibiloni et al, 2005). Cette réduction de I'inflammation a le potentiel de mener a la reduction
de I’incidence du cancer colorectal. Certaines bactéries lactiques, telles que Streptococcus
thermophilus TH-4 et des Bifidobacteries a I’exemple de B. adolescentis MB 227, B.
adolescentis MB 239, and B. pseudocatenulatum MB 116 ont la capacité de produire des
niveaux élevés de folate, un composé avec des propriétés importantes de réparation d'ADN.
(Van Guelpen et al, 2006., Tooley et al, 2006).

2.2.5. Propriétés antioxydantes :

Les espéces réactives de l'oxygene (ROS) de divers types sont formées in vivo et
beaucoup d’entre eux sont de puissants agents oxydants, capables d'endommager I'ADN et

23



Chapitre 11 Aliments fonctionnels en prévention du cancer colorectal

d'autres biomolécules (Salim et al, 2008). La formation accrue de ROS peut favoriser le
développement d'une tumeur maligne, et méme des taux «normaux» pourraient constituer un
risque pour le développement du cancer chez les personnes agées (Halliwell, 2007). Divers
chercheurs ont signalé I'effet antioxydant de bactéries lactiques ou de leurs produits de
fermentation. Ces études montrent que les bactéries lactiques empéchent les processus de
stress oxydatif, qui sont considérés comme facteur clé dans la pathogenése de la progression
du cancer (Grajek et Olejnik, 2005; Yadav et al, 2008).

2.2.6. Anti-mutagénicité :

Il a été indiqué dans de nombreuses études que les probiotiques jouent un réle important
dans l'inhibition de la mutagénicité (Usman et Hosono, 1998). Il a été proposé que les agents
mutagénes se lient a la paroi cellulaire des probiotiques. En outre, des cellules entieres de
bactéries bifidus ont également été trouvés se lier avec des carcinogénes tels que le
méthylazoxyméthanol (Kulkarni et Reddy, 1994) et le 3-amino-1 ,4-diméthyl-5H-pyrido
[4,3-b] indole, favorisant ainsi leur élimination physique via les féces, minimisant ainsi leur

absorption dans la lumiére intestinale (Zhang et Ohta, 1993).

11.3. Aliments fonctionnels d’origine végétale :
11.3.1. Principaux groupes d’aliments fonctionnels :

Une alimentation a base de plantes peut aider a guérir des maladies chroniques,
notamment le cancer. Une étude menée en 1992 a montré que le risque de développer un
cancer chez les personnes qui consomment les fruits et légumes est de moitié comparé a ceux
qui en consomment moins (Block et al, 1992). Cela prouve que les aliments a base de plantes
ont des composants qui agissent contre ces maladies mortelles. Ces produits chimiques ont été
désignés par Steinmetz et Potter (1991) par le terme phytochimiques. Les phytochimiques
sont définis comme étant des composés bioactifs non nutritifs présents dans les fruits, les
légumes, les céréales et autres aliments, dont I'ingestion a été liée a la réduction du risque des
principales maladies chroniques (Liu, 2004). Les différents composés inclus dans ce groupe
peuvent étre classés en fonction de leur structure chimique en : caroténoides, les composés
phénoliques, les alcaloides et les composés organo-soufrés. Les composés phénoliques, les
flavonoides et phytoestrogenes ont suscité un intérét particulier en raison de leur effets
potentiels  antioxydant, anti-cestrogénique,  anti-inflammatoire, immunomodulateur,

cardioprotecteur et composés anticancérigenes (Laparra et Sanz, 2010).
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Tableau 3 : Phytochimiques associés a la prévention des cancers (Greenwald et al, 2001) :

Classe
phytochimique

Composés typiques

Source alimentaire

Activités liées a la
prévention-cancer

Carotenoids

a-Carotene,3-carotene,
lycopene, B-cryptoxanthin,
lutein, astaxanthin

Fruits et 1égumes
Jaune-rouge et vert
foncés.

Activité antioxydante,
modulation du métabolisme des
cancérogenes, inhibition de
la prolifération cellulaire,
inhibition de I'expression des
oncogénes, des effets
bénéfiques sur la fonction
immunitaire, effets bénéfiques
sur la transformation et la
différenciation cellulaire,
amélioration de la
communication cellule-a-
cellule.

Composés
organosoufrés

Diallyl sulphide, diallyl
disulphide, allyl methyl
trisulphide, dithiolthiones.

Sulfures, légumes
Allium (par
exemple, lail,
I'oignon);
dithiolthiones, les
Iégumes cruciféres
(brocoli, chouy).

Augmenter l'activité de
I'enzyme de phase I, inhiber la
prolifération cellulaire, induire
la différenciation des cellules,

modifier le métabolisme des
hormones stéroides, inhiber

I'activité de I'ornithine-

décarboxylase.

Polyphenols

Acides phénoliques (acide
caféique), des acides
hydroxycinnamiques

(curcumine), flavanols
(quercétine, apigénine),
flavanones (naringine,
hespéridine), catéchines

(gallate épigallo-catéchine),

theaflavines (resvératrol)

Les légumes et les
fruits; catéchines, le
thé vert;
theaflavines, thé
noir; resvératrol,
vin rouge.

Réduire la formation de liaisons
cancérogene-ADN, inhiber la
prolifération cellulaire, induire
I'apoptose et un arrét du cycle
cellulaire, inhiber les voies de

transduction du signal,
améliorer la communication
cellule a cellule, améliorer la

fonction immunitaire.

Phyto-
oestrogenes

Isoflavones (e.g. genistein,
daidzein), lignans
(matairesinol,
secoisolariresinol)

Isoflavones, soja, les
aliments a base de
soja; lignanes,
Iégumes, graines de
lin, le seigle

Modifier le métabolisme des
oestrogenes, diminuer l'activité
de la tyrosine kinase, induire
I'apoptose et un arrét du cycle
cellulaire, induire la
topoisomérase Il médiée par
cassure de I'ADN

Glucosinolates,
isothiocyanates,

Glucaobrassicin,
sulphorophane,

Les légumes
cruciferes

Augmenter l'activité de
I'enzyme de la phase I, induire
I'apoptose et un arrét du cycle
cellulaire, inhibent I'adhérence
cellulaire et I'invasion

indoles indole-3-carbinol
Monoterpenes (limonene, Augmenter l'activité de
Terpénes perillyl alcohol, geraniol), Les légumes et les | I'enzyme Il de phase, influence

sesquiterpenes (farnesol)

fruits (Citrus)

la progression du cycle
cellulaire, d'induire I'apoptose
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11.3.2. Composés phénoliques et microflore intestinale :

La biodisponibilité et les effets des polyphénols dépendent fortement de leur
transformation par des composantes spécifiques de la microflore intestinale grace a des
activités estérase, glucosidase, déméthylation, déshydroxylation et décarboxylation. Beaucoup
de polyphénols alimentaires sont des glycosides qui sont transformés en aglycones par des
glycohydrolases des bactéries commensales, modifiant ainsi leur biodisponibilité et affectant
positivement ou négativement leurs activités et effets fonctionnels sur les tissus de

mammiferes (Laparra et Sanz, 2010).

: Microflore
Composeés —_— Intestinale

phénoliques —

?@s\//

Physiologiques

[h Metabolites

Figure 10 : Interactions entre les Composés phénoliques et le microbiote intestinal (Laparra
et Sanz, 2010).

Les composés phytochimiques et leurs produits dérivés peuvent également affecter
I'écologie intestinale comme une partie importante d'entre eux ne soit pas entierement
absorbée. Ils sont métabolisés dans le foie, excrété par la bile sous forme de glucuronides et
accumulé dans la lumiére de I’iléon et du c6lon (Bazzocco et al, 2008). Par exemple, la
consommation d'aliments riches en flavonol a été démontrée capable de modifier la
composition du microbiote intestinal, exercant des effets prébiotiques (Tzonuis et al, 2008).
Les composeés phénoliques alimentaires non absorbés et de leurs métabolites exercent le plus
souvent une activité  antimicrobienne ou bactériostatique. Ces métabolites inhibent

sélectivement la croissance des agents pathogénes et stimulent celle des bactéries
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commensales, y compris les souches probiotiques, influencant ainsi la composition du
microbiote (Lee et al, 2006).

Tableau 4 : Polyphénols et microbiote intestinal (Laparra et Sanz, 2010).

Polyphénols

COMPOsEs

Fonction physiologique

Phénoliques :
Acide Hydroxy-cinnamic

Acides p-Coumarique et Cafféique

Activités  bactériostatiques ou
antimicrobiens

Flavonoides :
Flavonols

Flavones

Flavanols

Flavanones

Isoflavonoids

Anthocyanidins

Quercetin,3-rhamnosyl  quercetin,
Kaempferol.

Resveratrol

Apigenin, luteolin

Catechins

Hesperitin, naringenin
Genistein, daidzein,
Equol

Cyanidin

Hydroxyl-6H-dibenzopyran-6-one

Activités anti-inflammatoire et
antiproliferative.

Effet prébiotique, suppression de
I'expression des facteurs de
virulence, modulation de la
réponse proliférative.

Inhibition de I’inflammation
induite par les LPS.

Propriétés antimicrobiennes, la
modulation des mucines

Activité anti-inflammatoire
Propriétés Anti-adhésives.
Effet oestrogenique
Propriétés antimicrobiennes

Faible capacité antioxydante
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Chapitre 111

Materiel et Méthodes

« L’effort n’est pas un combat avec le destin, parce que
c’est le Destin lui-méme qui nous a impose cet effort »

Jalal al-Din ROmT



Chapitre I Matériel et Méthodes

I11. Matériel et Méthodes :
111.1. Objectifs

1- Isolement et caractérisation de candidats probiotiques

2- Evaluation de la potentialité prébiotique des extraits phénoliques du Rosmarinus
officinalis et du Citrus sinensis.

3- Caractérisation physicochimique, antioxydante et antiproliférative de I’extrait sélectionné.

4- Etude des propriétés immuno-modulatoires d’une souche lactique a potentiel probiotique

Les deux premiers objectifs ont été réalisés au niveau du laboratoire de microbiologie ainsi
que celui de biochimie rattachés a I’université de Chlef-Algérie. La caractérisation
physicochimique et I’étude des propriétés antioxydantes ont été réalisées au niveau de la
faculté de pharmacie, département des sciences des médicaments et produits de santé,
Université de Messine, Sicile, Italie. Tandis que [I’évaluation de la potentialité
antiproliferative et I’étude de I’activité immuno-modulatrice ont été effectuées au niveau du
laboratoire d’immunologie et de biothérapie, département de pathologie humaine,
polyclinique de Messine, Italie.

28



Chapitre I Matériel et Méthodes

111.2. Matériel biologique et réactifs:

2.1. Plantes:

Les deux extraits phénoliques faisant I’objet de cette étude avaient été recueillis a partir
des feuilles séches du Rosmarinus officinalis et la peau du Citrus sinensis récoltés dans la
région de Chlef (Algérie) durant les mois de Mars a Avril de I’année 2011.

2.2. Les souches bactériennes:

Vingt huit souches avaient fait I’objet de ce travail dont six souches potentiellement
pathogenes: S. aureus ATCC 6538, E. coli ATCC 25922, P. aeruginosa, K. pneumoniae SV,
S. aureus (infection urinairo-génitale) et E. coli (échantillon fécal d’un adulte sain) et 22
autres candidats probiotiques appartenant aux genres Lactobacillus (15 isolats) et
Streptococcus (07 isolats). Les souches lactiques ont été isolées a partir de féces de jeunes
enfants en bonne santé agés entre 3 mois et 5 ans n’ayant pas subis d’antibiothérapie au cours
des trois derniers mois. Les échantillons fécaux sont dilués dans une solution de Ringer
(diluée 1/4°™) puis ensemencées sur: MRS (Institut Pasteur, Alger-Algérie) pour I’isolement
des lactobacilles et M17 (Institut Pasteur, Alger-Algérie) pour les Streptocoques. Les souches
sauvages de S. aureus et E. coli ont été respectivement identifiés avec les galeries APl Staph
et APl E 20, (Institut Pasteur, Alger-Algérie). L’identification des candidats probiotiques
appartenant aux genres Lactobacillus spp et Streptococcus spp a été basée sur leur caracteres
macro et microscopique, le test catalase et ADH (arginine dihydrolase), la thermorésistance a
60°C/30min pour les streptocoques ainsi que le profil de fermentaire (Larpent, 1997) en
utilisant les sucres: glucose, fructose, saccharose, lactose, maltose, rhamnose, raffinose,
salicine, mannitol, galactose, lévulose, sorbitol et le mannose. Une fois isolé et identifié, les
souches ont été cultivées dans un bouillon nutritif (pendant 18 heures & 37 ° C), puis
conservées a -20°C apreés ajout du glycérol (20% V/V).

2.3. Produits chimiques:

2,2-Diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) a été fourni par Sigma Chemicals Co., MO, St
Louis, USA. Le 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) et le Chloride du fer.6H20 ont été acheté
de Sigma Aldrich s.r.l.(Milan, Italy). Le Paclitaxel de Bristol-Myers Squibb (Princeton,
USA), Dimethyl sulfoxide (DMSQO) de Sigma Aldrich (France) et le bleu de Trypan 0.4% de
McLean (Virginia, USA). L-Glutamine a été fournie par Euro-Clone (ltaly) tandis que la
Penicilline /Streptomycine et le sérum feetal bovin ont été acheté de Gibco pour les sciences
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de la vie (Grand Island, USA). L’RNase et Propidium iodure sont fournis par Sigma-Aldrich.
L’annexine-V PE/ AAD fut achetée de BD Biosciences (Pharmingen, San Diego, CA, USA).

111.3. Caractérisation des souches probiotiques:
3.1. Résistance a la barriére gastro-intestinale:

Les bactéries lactiques isolées ont été évaluées pour leur potentialités probiotiques, a
savoir: la résistance a un environnement acide et la tolérance des sels biliaires tel que décrit
par Vinderola et Reinheimer (2003), ainsi que leurs activité inhibitrice des agents
pathogenes suivant le protocole de Benkerroum et al (1993). Afin d'évaluer la résistance a
l'acidité, les souches appartenant au genre Lactobacillus et Streptococcus ont été
respectivement ensemencée dans du bouillon MRS non sélectif (exempte d'acétate de sodium
et de citrate d'ammonium) ajustée a un pH de 2,5 (avec une solution de HCI 10M)
correspondant a la valeur moyenne quotidienne du pH gastrique. L'incubation a été effectuée
a 37°C pendant 3 h. La variation de la charge microbienne a été mesurée par un
spectrophotometre a 600 nm. De méme, la tolérance des sels biliaires a été estimée en
cultivant les candidats testés dans le milieu précité supplémenté en sels biliaires a 0,3%
(représentant la valeur physiologique de l'intestin) pendant 24 heures & 37°C. L'activité
antagoniste a été évaluée en utilisant la méthode de diffusion en puits sur gélose Muller
Hinton. Aprés inondation des boites gélosées avec les agents pathogénes testés S. aureus
ATCC 6538 ou E. coli ATCC 25922, les probiotiques ont été ensemencées dans les puits
pendant 24 heures a 37 °C. Les charges initiales ont été ajustées pour toutes les expériences a
une valeur de 108 UFC/ml. La zone claire autour des puits correspondant & la zone d'inhibition

représente la moyenne de deux diametres perpendiculaires.
3.2. Impact de la source de carbone sur les propriétés d’adhésion

3.2.1. Effet sur la capacité d'auto-agrégation :

La capacité d'auto-agrégation a été évaluée selon la méthode de Del Re et al (2000)
modifiée par Kos et al (2003). Les candidats probiotiques sélectionnés (S.thermophilus,
L.rhamnosus, L.bulgaricus et L.johnsonii) ont été incubés dans du bouillon MRS non sélectif
(exempte d’acétate de sodium et de citrate d'ammonium) additionné de diverses sources de
carbone (glucose, lactose, saccharose, fructose) a raison de 5% ainsi que la pectine a une
teneur de 1%. Aprés une période d'incubation de 18 heures & 37°C les cellules bactériennes

ont été récoltées par centrifugation (5000 g pendant 15 min), lavées deux fois a laide d’une
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solution tampon phosphate (PBS), puis ajustée par spectrophotométrie a une charge viable de
10® UFC/ml. La suspension cellulaire (4 ml) est mixée (votrex) pour 10 secondes. L'auto-
agrégation est déterminée aprés 5 heures d'incubation a la température ambiante. Toutes les
heures 0.1 ml de la suspension (a partir de la surface) est transférer dans un tube contenant 3.9
ml de PBS est I'absorbance (A) est mesurée a 600 nm. Le pourcentage d'auto-agrégation est

calculé comme suit :

% d'auto-agrégation = 1-(A/Ap) x 100

A représente l'absobance aux tempst =1, 2, 3, 4, 5 heures et A I'absorbance at = 0.

3.2.2. Effet sur I’habilité d'adhésion aux solvants:

L'adhésion microbienne aux solvants (MATS) a été mesurée suivant la méthode
Rosenberg et al, 1980 modifiée par Kos et al, 2003. Les candidats probiotiques ont été
ensemencés dans le milieu prédécrit (MRS non sélectif) en présence des différentes sources
de carbone. Aprés une incubation de 18 heures a 37°C les cellules ont été récupérées par
centrifugation & 5000 g pendant 15 mn, lavées deux fois puis resuspendues dans 0.1 mol™ de
KNOs (pH 6.2) et calibrées a approximativement 108 UFC /ml. L'absorbance de la suspension
cellulaire est mesurée a 600 nm (Ap). Un millilitre de solvant Xyléne est ajouté a 3 millilitre
de suspension bactérienne, et aprés 10 mn de préincubation a la température ambiante, le
mélange a deux phases est mixé (votrex) pendant 2 mn. La phase aqueuse est récupérée apres
20 mn d'incubation a la température ambiante, puis son absorbance (A;) est mesurée a 600
nm. Le pourcentage d'adhésion est calculé ainsi:

% ad = (1- A/ Ag) x 100

3.2.3. Effet sur la production d'exopolysaccharides probiotiques:

Aprés 18 heures d'incubation a 37°C dans le milieu mentionné en utilisant différents
substrats carbonés, les exopolysaccharides attachés a la membrane cellulaire (EPS
capsulaires) ont été libérés en augmentant la température a 80°C /15 minutes dans un bain
marie sous agitation douce. Les cultures ont été ensuite refroidies a la température ambiante et
la biomasse cellulaire (culot) fut éliminée par centrifugation a 5000g pendant 10 min. Le
surnageant récupéré a été filtré trois fois utilisant un filtre Millipore (0,22 pm) et le contenu
en EPS du surnageant a été précipité par addition de trois volumes d'éthanol froid (-20°C).
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Apres decantation pendant une nuit a 4°C, le culot a été remis en suspension dans 100 ml
d'eau distillée et précipité deux fois comme décrit; cet EPS partiellement purifié a été dissous
dans de I'eau distillée et lyophilisé. La teneur en exopolysaccharides a été déterminée par la
méthode de Dubois et al (1956) en utilisant une courbe d'étalonnage d'un mélange (galactose-
glucose) dans un rapport 4/1 (Ricciardi et al, 2002).

111.4. Evaluation de la potentialité prébiotique des extraits phénoliques du Rosmarinus

officinalis et Citrus sinensis :

Les deux extraits avaient non seulement été évalués pour leurs propriétés
antimicrobiennes a I’égard des candidats probiotiques et pathogénes, mais en outre testés pour
leur effet sur les propriétés d’adhésion ainsi que la sensibilisation des pathogenes a I’égard
des antibiotiques. L’objet de cette partie d’étude est d’évaluer I’aptitude de deux extraits
phénoliques du Romarin et du Citrus a former des combinaisons symbiotiques en association

avec les candidats probiotiques préalablement isoles et caractérisés.
4.1. Obtention des extraits phénoliques :

En premier lieu, le matériel végétal est séché a I’ombre et a température ambiante pour
une durée de 07 jours, puis broyé jusqu’a obtenir une poudre fine. Sur 50g de broyat on ajoute
un volume de 100 ml de MeOH aqueux 70% (7:3), puis on procede a un chauffage a 70°C
pendant 5 minutes (ce procédé tue le tissu végétal, empéchant I’oxydation ou I’hydrolyse
enzymatique). L’échantillon est ensuite macéré pour une durée de 24 heures a la température
ambiante. Le macéra obtenu est filtré puis évaporé sous vide au moyen d’un Rotavapeur. Les
extraits obtenus sont récupérés dans du DMSO (v/v) et conservés a +5°C, a I’abri de la
lumiére jusqu’a utilisation Upson et al (2000).

4.2. Evaluation de la potentialité prébiotique :

a) Effet antimicrobien des extraits phénoliques :

L’efficacité antibactérienne fut évaluée pour six candidats probiotiques (L. bulgaricus,
L.rhamnosus, L.johnsonii, S. thermophilus 1, 2 et 3 et six autres pathogenes (Escherichia coli
ATCC 25922, Staphylococcus aureus ATCC 6538, Enterococcus faecalis S.V,
Pseudomonas aeroginosa |, Pseudomonas aeroginosa Il et Klebseilla pneumoniae S.V).
Nous avons utilisé la méthode des puits Tumin et al (2005) ou suite a I’étalement sur milieu

gélosé Muller Hinton d’un volume de 100 pl de la souche bactérienne & 108 UFC/ml ; I’extrait
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solubilisé dans le DMSO est ajouté a des doses variantes de 10, 20, 30, 40 et 50ug. Le témoin
constitué par le DMSO n’avait démontré aucun effet inhibiteur sur les souches testées, il ne
figure pas a cet effet dans la partie résultats et discussion. Une pré-incubation est effectuée au
réfrigérateur pendant 30 mn a 1h a +4°C afin de permettre la diffusion de I’extrait, puis
I’incubation et réalisée pour une durée de 24h a 37°C. L’inhibition apparaissant autour des
puits est exprimée en millimétre et correspond & la moyenne de deux diamétres

perpendiculaires.
b)  Effets des extraits sur I’habilité d’adhésions et d’agrégation :

Les candidats probiotiques et pathogénes testés ont été d’abord cultivés pour une durée de
18 h a 37°C sur milieu hyper-glucosé de la référence Larpent (1997) additionné du DMSO a
raison de 3%, et de I’extrait phénolique du Romarin ou Citrus a 1% (5mg/ml). Ensuite Les
cellules bactérienne sont récupérées par centrifugation a 5000g pendant 15 mn et lavées deux
fois dans un tampon phosphate (PBS). Nous avons ensuite procéder aux tests d’adhésion et
d’agrégation comme décrit au dessus dans la partie caractérisation suivant la référence Kos et
al, 2003.

c) Effet des extraits phénoliques sur I’antibio-résistance des pathogenes:

Les bactéries pathogenes sont d’abord cultivées pour une durée de 18 h a 37°C sur le
milieu de la référence Larpent et al, 1997 additionné de DMSO a raison de 3%, et d’extraits
phénoliques a 1% (5mg/ml). Ensuite Les cellules bactériennes sont récupérées par
centrifugation a 5000g pendant 15 mn, lavées deux fois dans de I’eau physiologique puis leur
charge est ajustée & 108 UFC /ml. Sur des boites Pétri contenant le milieu Muller Hinton agar
Iml de la suspension bactérienne est étalé, suite a quoi des disques d’antibiotiques sont
déposés (Gentamicine CN10: 10ug/disc, Kanamycine K30 : 30ug/disc, Oxaciline OX5 :
5ug/disc, Ampicilline A10 : 10ug/disc, Tobramycine TOB : 10ug/disc, Streptomycine S10 :
10pug/disc) sur la surface du milieu gélosé. Les boites Petrie ainsi préparées sont pré incubées
au refrigérateur pendant 30mn & 1h a +4°C afin de permettre la diffusion de I’extrait puis
incubées pour une durée de 24h a 37°C. Les zones d’inhibition apparaissant autour des
disques sont mesurés par le calcule de la moyenne de deux diameétres perpendiculaires

(exprimes en mm).
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I11.5. Etude in vitro des propriétés antiproliférative et antioxydante de I’extrait

sélectionné

Ayant présenté les meilleurs propriétés ; I’étude des extraits du Romarin a été approfondie
dans cette partie du travail. Deux fractions, méthanolique et d’acétate d’éthyle ont été
évaluées pour leur propriétés antioxydantes et antiprolifératives vis-a-vis de deux lignées
cancéreuses : CaCO-2 (lignée tumorale intestinale) et U937 (une lignée immortalisée de
macrophage) ainsi que sur les cellules mono-nucléaires du sang périphérique (PBMCs).

5.2. Extraction des composés phénoliques du Rosmarinus officinalis:

La procédure d'extraction a été réalisée pour les feuilles séches broyées du Rosmarinus
officinalis en ajoutant trois solvants purs, I'hexane (HE), acétate d'éthyle (EA) et le méthanol
(MeOH) respectivement. La matiere végétale a été agitée avec 400ml du premier solvant
(utilisé ici que pour éliminer la phase lipidique) en rotation magnétique pendant 8 h, puis
filtrée sur papier Whatman. L'opération a été répétée deux autres fois, et puis la Romarin
résiduel (culot) est séquentiellement extrait de la méme facon par les deux autres solvants
respectif pour obtenir I'extrait d’Hexane, d’Acétate d'éthyle et I’extrait Methanolique. Ces
deux derniers, ont été séchés par Rota-évaporation, solubilisés dans le DMSO et ensuite
conservés dans l'obscurité a -30°C attendant I’évaluation de leurs activités antioxydante et

antiproliférative.

5.3. Lignées cellulaire et conditions de culture:

La lignée cellulaire Caco-2 (adénocarcinome du colon humain) a été cultivée dans le
milieu DMEM supplémenté avec 10% (v/v) de sérum de veau feetal (inactive thermiquement
a 56°C), 1% (v/v) d'acides aminés non essentiels, 1% (v/v) L -glutamine en solution et 1%
(v/v) d’antibiotique (pénicilline/streptomycine). La lignée cellulaire U937 (macrophages
humains immortalisés) et PBMC (cellules mononuclées du sang périphérique) ont été
cultivées dans un milieu RPMI 1640 supplémenté par les ingrédients ajoutés ci-dessus a
I’exception des acides aminés. Au cours de I'experimentation, les cellules ont été maintenues

a 37°C sous une atmosphére de 5% de CO, a une humidité constante.
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5.4. Détermination de la teneur en composés phénoliques totaux:

La teneur des extraits du Rosmarinus officinalis en composés phénoliques totaux a été
déterminée au moyen du réactif de Folin-Ciocalteau (Cimino et al, 2007). Brievement, 50 pl
de solution DMSO/eau contenant différentes concentrations des extraits a tester a été ajoutés a
450 pl d'eau deionisée, 500 pl de réactif de Folin-Ciocalteau et 500 pl d'une solution aqueuse
de carbonate de sodium a 10%, puis les échantillons ont été maintenus a la température
ambiante pendant 1 h. L'absorbance a été enregistrée a 786 nm (spectrophotometre UV-Vis,
Shimadzu Japon) contre un blanc contenant 50 pl du méme solvant DMSO utilisé pour
dissoudre les extraits. La teneur totale en composés phénoliques a été exprimée en Grammes
d’équivalents d'acide gallique /100g d’extrait, en utilisant une courbe d'étalonnage préparée
avec des solutions standard d'acide gallique. Chaque détermination a été effectuée en double

et répétés au moins deux fois.
5.5. Identification des composés phénoliques:

Les extraits phénoliques du R.officinalis ont été analysés par un équipement de
chromatographie en phase liquide a haute pression (HPLC). Le systeme a été équipé de la
maniere suivante: deux pompes SCL-10-AVP, un contrdleur SCL-10-AVP, un détecteur a
barrette de photodiodes (SPD-M10 Avp), un dégaseur DGU-14A (tout I'équipement a été
fourni par Shimadzu); la colonne utilisée était une C18 (Supelco, Milan, Italie) 150 x 4,6 mm
i.d 2,7 um taille des particules. La phase mobile est composée d’une phase binaire d'eau (A)
et d'acétonitrile (B) acidifiés avec de l'acide acétique jusqu’a un pH = 3. Le gradient était: 0-5
min (2% B), 5-120 min (2-100% B). Tous les solvants sont de qualité pour HPLC (Merck,
Allemagne). Le volume injecté était de 20 puL a un débit de 1 mL /min. Les spectres UV ont
été enregistrés entre 190 et 370 nm, et le chromatogramme fut extrait a une longueur d’onde
de 280 nm (Mokhtar et al, 2014).

5.6. Mesure de I’activité antioxydante :

a) Test de neutralisation du radical DPPH :

L'activité antioxydante des extraits du romarin a été évaluée en fonction de I’activité de
neutralisation du radical 2,2-diphényl -1- picrylhydrazyl (DPPH). Le test DPPH a été réalisé
suivant le protocole détaillé dans le travail de Siracusa et al, (2011). Des dilutions en série de
I'extrait ont été faites de 0 a 2000 mg /mL. 1ml de chaque dilution a été mélangé avec 80 pg

/mL DPPH. Apres 20 min d'incubation dans I'obscurité, a température ambiante, I'absorbance
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a été mesurée a 517 nm. L'échantillon témoin contenait tous les réactifs a I'exception de

I'extrait. Le pourcentage d'inhibition a été calculé en utilisant I'équation suivante:

% DPPH restant = ([DPPH] Total / [DPPH],) x100

-% DPPH restant = Valeur de I'absorbance de chaque concentration / valeur de 0 absorbance
(solvant + DPPH).
- Les concentrations sont rapportées comme mmol TE /g (TE = Equivalent trolox ; g =

gramme d'extrait).

Les valeurs de I’IC50 (concentration de I'extrait dans le mélange réactionnel, qui diminue la
concentration initiale de DPPH a 50 %) ont été estimées a partir des % d'inhibition par rapport
a la courbe sigmoide de concentration par analyse de régression non linéaire. Les données ont

éte presentées sous forme de valeurs moyennes + écart type (n = 3).
b) Le test de réduction du radical ferrique FRAP :

La capacité de réduction du radical ferrique par les extraits a été évaluée selon la méthode
décrite par Benzie et coauteurs (1996) modifiée par Morabito et al (2010). Le réactif de
FRAP contenait 10 mM de 2,4,6-tripyridyl-s-triazine (TPTZ) dans une solution d'HCI 40 mM,
20 mM FeCl; - 6H,0, et un tampon d'acétate (300 mM, pH 3,6) dans des rapports 01:01:10
(v/v/v). 50 ul d'une solution méthanolique/aqueuse contenant différentes concentrations des
extraits testés (0,06, 0,12, 0,25, 0,5, 1 et 2 mg/ml) ou du véhicule (DMSO) seul ont été ajoutés
a 1 ml du réactif de FRAP, et I'absorbance a été mesurée a 593 nm par spectrophotométrie
(Shimadzu, Japon) apres incubation a 20°C pendant 4 min. Les résultats sont exprimés en
équivalents de Fe?* mmol /g d'extrait sec. Chaque détermination a été effectuée en double et

répétés au moins deux fois.

5.7. Evaluation des propriétés antiprolifératives :
a) Activité antiproliférative « Méthode d’exclusion au Trypane bleu » :

Pour chaque lignée cancéreuse (Caco-2 et U937) 5 x 10 cellules/puits ont été cultivées
(dans une microplaque de 48 puits) dans les deux milieu respectif DMEM et RPMI-1640 a
37°C en présence de 5% de CO, (v/v) pendant au moins 24 h avant l'addition de l'extrait
solubilisé (acétate d'éthyle ou méthanolique) dans du DMSO a différentes concentrations
finales (0, 5, 10, 15, 20, 25ug/ml), le paclitaxel a été utilisé comme contréle positif (0, 0,25,
0,5, 1, 2,5, 5 pg/ml). La cytotoxicité a également été évaluée pour les PBMC (5 x 10*
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cellules/puits) aux mémes concentrations servant de témoin. La lecture s’est faite tous les
jours pendant une période d'incubation de 72h par heamocytometre utilisant la méthode
d'exclusion au colorant bleu de trypan, ou les cellules mortes prennent la couleur bleue
permettant un dénombrement facile des cellules viables. Les IC50 correspondent a une
réduction de moitié de la croissance par rapport au témoin non traité. Les résultats sont
représentés comme la moyenne de trois expériences indépendantes (Dinicola et al, 2012).

b) Analyse du cycle cellulaire :

L’effet des extraits sur la distribution des phases du cycle cellulaire, a été évalué par
incubation des lignées tumorales U937 et Caco-2 & raison de 4 x 10* /ml dans leurs milieux
respectifs dans microplaques de 48 puits pendant 24 h. Les cellules sont cultivees en présence
des extraits Methanolique et Acétate d’Ethyle a différentes concentrations (0, 5 et 10 pg/ml)
puis ensuite recueillies, lavées et fixées dans 70% d'éthanol. Aprés une période d'incubation
d'au moins 2 h & 4°C, les cellules sont lavées, traitées avec une solution de RNase et colorées
avec du fluorochrome pour ADN : le propidium iodure (PI, 50 mg / ml) pendant 30 min a la
température ambiante. La fluorescence de l'iodure de propidium est ensuite mesurée par
cytométrie de flux (FACScan, BD Biosciences, San Jose, CA, USA). Un minimum de 10 000
cellules par échantillon est acquis, et les données sont ensuite analysées en utilisant le logiciel
Modfit 3. Le pourcentage de cellules en phase GO/G1, S et G2 /M est déterminé a partir des
histogrammes de la teneur en ADN.

c)  Analyse de I’apoptose :

L'essai a I’annexine-V PE/ AAD (BD Biosciences Pharmingen, San Diego, CA, USA) a
été utilisé pour détecter I'apoptose précoce et tardive. L’annexine V possede une forte affinité
pour une phosphatidyl-sérine, qui s'extériorise dans les membranes des cellules apoptotiques.
L’expérience a été réalisée selon les indications du fabricant pour les deux lignées « U937 et
CaCo-2 » exposées aux extraits méthanolique et acétate d’éthyle obtenus du Rosmarinus
officinalis a différentes concentrations (0, 10 et 15 pg/ml) pour une durée de 24 h. Les taux
d'apoptose sont évalués par cytométrie en flux et la cytometrie en flux d’image (Image
Stream”, Seattle, USA). Au moins 10 000 événements sont enregistrés et représentés sous
forme de courbes de points.
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111.6. Etude des propriétés immuno-modulatoires d’une souche probiotique

6.1. Souches bactérienne et des conditions de croissance

Lactobacillus acidophilus NCFM et Lactobacillus reuteri ATCC PTA 5289 ont été
fournies par le Pr. Lisbeth Nielsen (Center for Biological Sequence Analysis, Université
technique de Lyngby, au Danemark), tandis que E. coli 10536, P. aeruginosa 25853 et S.
aureus 43300 ont été fournis par le Dr Angela Filocamo (Laboratoire de Microbiologie,
Université de Messine, Italie). Les cultures ont été récoltées a la phase stationnaire de
croissance par centrifugation (5000 g, 5 min) puis lavées deux fois dans du PBS. Les souches
obtenues ont été éliminées par une exposition de 20 min a la lumiére UV puis stockées a
-80°C. La mortalité bactérienne a été vérifiée par ensemencement des bactéries exposees aux

UV sur des boites de gélose nutritive (Merck, Darmstadt, Allemagne).
6.2. Génération des cellules dendritiques a partir des monocytes

Les cellules mononuclées du sang périphérique PBMCs humaines ont été obtenues a
partir de sang hépariné de volontaires sains en utilisant la méthode de séparation Ficoll basée
sur le gradient de densité, puis les cellules dendritiques ont été obtenues comme décrit
précédemment (Bonaccorsi et al, 2010). Briévement, les monocytes adhérentes isolées ont
été cultivées pendant 6 jours dans un milieu RPMI-1640 (Bio-Whittaker, Cambrex Société,
Verriers, Belgique) contenant 10% (v/v) de sérum de veau foetal inactivé par la chaleur
(Sigma-Aldrich), la pénicilline ( 100 U/ml), streptomycine (100 pg/ml), de la glutamine (4
mM) et supplémenté avec 10° U/ml d'IFN-a et 25 ng/ml de GM-CSF (Schering-Plough,
Kenilworth, NJ) comme facteur de différenciation. Apres 3 jours d'incubation du milieu frais
contenant de I'IFN-a et le facteur de stimulation des colonies de granulocytes et de
macrophages a été ajouté. Aprés 6 jours, les cellules CD14 ont été différenciées en DCs

immatures non adhérentes. Quatre-vingt dix a 95% des cellules a exprimé les marqueurs DCs.
6.3. La stimulation des cellules dendritiques avec des bactéries

Des DCs immatures ont été remis en suspension & une densité de 5 x 10° cellules /ml dans
du milieu RPMI-1640 frais et ensemencées dans des plaques de 48 puits a un volume final de
500 pl /puits. Les bactéries pro-inflammatoires (Lactobacillus acidophilus NCFM, E. coli
10536, P. aeruginosa 25853 et S. aureus 43300) ont été ajoutés (a 1/100 ratios DC / bactéries)

seul ou en combinaison avec Lactobacillus reuteri 5289. Les cultures cellulaires ont été
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incubées pendant 48 heures a 37°C dans 5% de CO,. Le LPS (E coli; Sigma-Aldrich, St
Louis, MO) a été utilisé comme contréle positif a une concentration finale de 0,1 pg/ml.

6.4. Immuno-marquage et cytométrie en flux

Les cellules dendritiques exposées a divers traitements sont récoltées et lavées deux fois
dans une solution tampon phosphate (PBS). Les anticorps suivants ont été utilisés pour le
marquage des cellules : PE-conjugué anti-souris CD80, FITC conjugué anti-souris CD83 (BD
Biosciences, San Jose, CA). La liaison non spécifique est évaluée par des isotypes controles.
Les DCs ont été analysées en utilisant un cytométre en flux BD FACS basée sur le comptage
de 10 000 cellules. Le niveau d'expression est mesuré comme la moyenne géométrique de la

fluorescence (MFI).
6.5. Quantification des cytokines dans le surnageant de culture

Aprés exposition des DCs immatures a différentes conditions pendant 48 heures, les
surnageants de culture ont été récoltés et stockés a une température de -30°C jusqu'a
utilisation. La production d'IL10 et IL12 (p70) a été quantifiée en utilisant FlowCytomix
systeme de détection d'analytes multiples (E-Bioscience, San Diego, CA, USA) en suivant les

instructions du fabricant.
6.6. Phosphorylation des MAPK

L'expression de la phosphorylation des MAP kinases p38 et ERK1/2 a été estimeé par
cytométrie de flux en utilisant des anticorps dirigés (BD Bioscience, San Jose, CA). Des CD
immatures ont été exposés a des bactéries pour différents points dans le temps, puis les
cellules ont été fixées dans 2% de formaldehyde pendant 10 min & 37°C. Aprés lavage, la
perméabilisation de la membrane cellulaire a été effectuée avec du méthanol froid a 90%
pendant 30 min sur de la glace. Les cellules ont été lavées deux fois dans du tampon
d'incubation (PBS + BSA a 0,5%), marqué avec des anticorps anti-p38 et anti-ERK1 /2 pour
45mn, et on le lave ensuite dans un tampon d'incubation. La cascade de transduction du signal
a été évaluée en utilisant un cytometre de flux (FACSCanto Il; Becton Dickinson, Moutanin
View, CA).
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111.7. Analyse statistique

Les valeurs d’ICsp des tests antioxydants et antiprolifératifs ont été calculées a partir des
courbes de régression linéaire utilisant le logiciel PHARMA /PCS-version 4. Pour I’ensemble
des expériences les résultats sont exprimés sous forme de valeurs moyennes +écart-type de
trois expériences separées. Les données ont été analysées en utilisant le test t de Student. Les
différences sont considérées comme statistiquement significative des contrdles a un P <0,05.
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IV.1. Isolement et Caractérisation des candidats probiotiques :
1.1.Résistance a la barriere gastro-intestinale

L’objet de cette partie d’étude est d’isoler des souches lactiques a partir de matiéres
fécales humaines, et de les caractériser ensuite pour leurs potentialités probiotique. Au total
22 souches appartenat aux genres Lactobacillus et Streptococcus ont été obtenues. Les
souches lactiques ayant présentées les meilleures caractéristiques en termes de résistance a
I’acidité, de tolérance des sels biliaires et d’activité antimicrobienne ont été selectionnées pour
I’évaluation de leurs propriétés d’adhésion et d’agrégation.
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Figure 11: Résistance des souches de Lactobacillus a la barriere gastro-intestinale. a)
Resistance a I’acidité b) tolérance des sels biliaires. Les variations observées ont été
comparées a I’énumération initiale et les données sont exprimées en moyennest SD d’au

moins deux expériences indépendantes.

Environ 2,5 L de suc gastrique sont quotidiennement libéré dans I'estomac (Charteris et
al, 1998). Au repos le pH de I'estomac est d'environ 2, mais peut atteindre une valeur de 5
avec un apport de repas (tampon), et revenir a la ligne de base dans les deux heures (Hill et
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Marsh, 1989). Par conséquent, une bonne résistance a la barriére gastrique est un critére
important pour la sélection des micro-organismes probiotiques (Charteris et al, 1998). La
moyenne de la concentration des sels biliaires dans le tractus intestinal humain est d'environ
0,3% (p/v) (Dunne et al, 1999). Ainsi, il est également nécessaire d'évaluer la capacité d'un
candidat probiotique a résister a I'action des sécrétions en sels biliaires (Collins et al, 1998).
Nous avons étudié les potentialités probiotiques de 15 souches de Lactobacillus et 07
Streptococcus isolés a partir de matiéres fécales de donneurs enfants agés entre 3 mois et 5
ans en bonne santé n’ayant pas subi de traitement antibiotique pendant au moins trois mois
avant I'échantillonnage. Les résultats avaient montrés une grande variabilité entre les souches
en réponse a ce systéme in vitro simulant la barriére gastro-intestinale. Cependant, les
bactéries testées étaient nettement plus résistant aux sels biliaires a une teneur physiologique
de 0,3% par rapport au milieu acide ou la plupart des souches ont été inhibées (figure 11 et
12).
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Figure 12: Résistance des souches de Streptococcus a la barriére gastro-intestinale. a)
Resistance a I’acidité b) tolérance des sels biliaires. Les variations observées ont été
comparées a I’énumération initiale et les données sont exprimées en moyennest SD d’au

moins deux expériences indépendantes.
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Les résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Vinderola et Reinheimer (2003)

qui ont observé pour différentes souches de S. thermophilus et Lactobacillus une baisse

significative de la croissance jusqu'a 3 et 5 log UFC/ ml a un pH de 3, tandis que les bactéries

étaient plus résistants a la action des sels biliaires.
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Figure 13: Activité inhibitrice des souches lactiques I’égard de S. aureus 6538 et E.coli

25922. Les résultats sont exprimés en moyennes = SD d’au moins deux expériences

indépendantes.

Comme démontré par la méthode de diffusion sur gélose, les candidats probiotiques ont

exercé une grande activité inhibitrice contre les bactéries cibles. L'effet antagoniste differe
toutefois grandement entre les souches (figure 13). Quelques auteurs ont montré que les

bactériocines sont plus efficaces contre les agents pathogénes a Gram positif, agissant par la

formation de pores dans la membrane plasmique, ce qui conduit & une perturbation des

fonctions cellulaires. Par ailleurs, les agents pathogénes Gram-négatives ont été démontrés
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plus sensibles a la production d'acides par les bactéries lactiques (Tortzis et al, 2004; Amar
et al, 2012). La majorité des souches testées ont été capables d'inhiber a la fois S. aureus et E.
coli ce qui pourrait indiquer que le mécanisme comprend la production d'acides ainsi que les
bactériocines. A la lumiére des résultats obtenus, quatre souches lactiques ont été sélectionnés
comme probiotiques potentiels: S. thermophilus 3, L.rhamnosus 1, L. johnsonii et L.

bulgaricus. Elles ont donc été validées pour les expériences qui suivent.

1.2. Impact de la source de carbone sur les propriétés d’adhésion:

Une bonne adhérence des souches probiotiques au sein du tractus digestif prolongerait
leur séjour et ainsi I’exercice de leurs bénefices. A partir de la nous nous somme intéressé a
évaluer la possibilité d’améliorer cette propriété chez les candidats probiotiques sélectionnés.
Nous avons démontré au sein de ce travail que la source de carbone est un élément majeur

possédant un impact direct sur les propriétés d’adhésion et d’agrégation.

1.2.1. Effet sur la capacité d’auto-agrégation

L’auto-agrégation des souches probiotiques semble étre nécessaire pour leur adhérence
sur les cellules épithéliales de l'intestin comme démontré dans divers études (Del Re et al,
2000). Cette propriété est fortement corrélée aux caractéristiques de seédimentation des
souches. Tel que rapporté par Balakrishna (2013) trois phénotypes d’auto-agrégation peuvent
étre définies: a) des souches fortement auto-agrégantes (>70%) agrégation immédiatement et
formation d'un précipité résultant en une solution claire; b) des souches non-auto-agrégantes
(£20%) produisant une turbidité constante; c) des souches mixtes (entre 20 et 70%) montrant
a la fois un précipité et une turbidité constante. La nature de la source de carbone a
remarquablement influencé la capacité d'agrégation des candidats probiotiques testés (Figure
14). Les valeurs maximales d'agrégation ont été remarqué pour L.bulgaricus (avec le glucose
comme substrat : figure 14-a) et L.rhamnosus 1 (en présence du saccharose : La figure 14-c)
avec des taux respectifs d'adhérence de I’ordre de 79% et 69%. Cependant, nous n‘avons pas
trouvé d'influence significative pour L.johnsonii (sauf avec la pectine) ou les valeurs obtenues
sont relativement faibles par rapport aux autres souches (figure 14-d). Une explication
possible des taux variables obtenus de l'auto- agrégation pourrait étre due a leur différence
d'affinité pour la source de carbone. Cette affinité spécifique a été rapportée dans la littérature
principalement déterminée par le systéme de transport ABC. Ce dernier est composé de
lipoprotéines ATP-dépendant situé a la surface de la cellule et impliqués dans le transport de

différents composes, en particulier les sucres (Sutcliffe et Russell, 1995). De méme, certains
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auteurs ont rapporté que la source de carbone constitue un facteur important influengant la
biosynthése d’exopolysaccharides (EPS) sécrétés par les bactéries lactiques. En plus de la
nature du substrat, sa concentration peut avoir un effet stimulant sur la production d'EPS
(Gamar et al, 1997), et pourrait méme changer la nature de I'exopolymere excrété (Gancel et
Novel, 1994). Certains auteurs ont également signalé une forte relation entre la production
d’exo- polysaccharides et I'adhérence des bactéries a la muqueuse intestinale. En effet, ces

polyméres favorisent l'agrégation et la formation du bio-film, une étape nécessaire dans le
processus de colonisation (Roger, 2002).
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Figure 14: Effet de la source carbone sur I’habilité d’auto-agrégation des candidats
probiotiques. a) L. bulgaricus b) S. thermophilus 3 c) L.rhamnosus 1 and d) L. johnsonii

(Résultats exprimes en moyenne + Ecart type de trois expériences indépendantes).
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Une autre explication pourrait associée le Quorum Sensing et la production d'EPS. En
effet, ce phénoméne d'auto-induction est fortement influencée par des facteurs
environnementaux, tels que: le pH, l'osmolarité, mais aussi de la nature de la source de
carbone peut en outre constituer un facteur important (Anderson, 2003), ce qui peut justifier
la variabilité des taux d'auto-agrégation.

1.2.2. Effet sur I’habilité d’adhésion :

Les résultats obtenus dans cette étude ont révélés que la nature de la source de carbone ; peut
significativement influencer la propriété d'adhérence des bactéries probiotiques (figure 15).
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Figure 15: Effet de la source de carbone sur la propriété d’adhésion des candidats
probiotiques. a) Lbulgaricus, b) S.thermophilus 3, ¢) L.rhamnosus 1 , d) L.johnsonii. (Les
résultats sont exprimés en moyenne de trois expériences indépendantes + écart type).
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La souche S.thermophilus 3 (figure 15-b) est hydrophile apreés une pré-incubation en
présence du saccharose (18%) et du fructose (17%), modérément hydrophobe en présence de
glucose (41%) et hydrophobe en présence du lactose (84%) et de la pectine (69%). Une
corrélation remarquable entre l'adhésion et l'auto- agrégation a été remarqué pour les deux
souches L. bulgaricus et S.thermophilus 3 pour les substrats : pectine, glucose et lactose. De
méme, une bonne corrélation a été observee pour la souche L.rhamnosus 1 en particulier en
présence des sucres saccharose, lactose et pectine. Des résultats similaires ont été signalés
dans certaines études (Perez et al, 1998; Del Re et al, 2000), tandis que d'autres auteurs
n'avaient pas démontrés de corrélation (Vinderola et al, 2004). Il convient de noter que la
synthése de la plupart des constituants de la paroi cellulaire, est spécifique de chaque souche
et peut étre modifié en fonction de I'état physiologique des celle-ci. Modifiant ainsi, ses
propriétés physico-chimiques de surface telles que I'hydrophobie et le comportement bio-
adhésif (Peng et al, 2001). La capacité d'adhérence des bactéries associée a la production de
bactériocines, confere a la souche un avantage compétitif en favorisant son installation a
I'intérieur du tractus gastro-intestinal (Ennahar et al, 1996). En outre, les mécanismes a
l'origine de cette variabilité sont probablement les mémes que ceux mentionnés ci-dessus pour

le test d'auto- agrégation.
1.2.3. Effet sur la production d'EPS probiotiques :

Les données obtenues indiquent que la nature de la source de carbone exerce une
influence majeure sur la production d'exopolysaccharides par les souches lactiques étudiées
(Tableau 05). Les niveaux d’EPS étaient plus importants en présence du lactose comme
substrat ou S.thermphilus 3 et L.bulgaricus avaient atteint des productions maximales
respectives de 807+153 et 585,75 +85 mg/L. Cette production élevée semble étre associée
avec leurs capacités élevées adhésions et d'agrégation des comme le montre les figures 14 et
15. De méme, la production d'EPS maximale enregistrée pour L.rhamnosus 1 en présence du
saccharose, a été corrélée avec des taux d'adhésion et d'agrégation plus élevés. Cependant,
nous n’avons pas observé une corrélation entre la production des exopolysaccharides et les
propriétés d'adhérence pour toutes les bactéries testées. Plusieurs facteurs peuvent affecter la
production des EPS: la nature de la souche, le milieu de culture, la période d'incubation ainsi
que la nature de la source de carbone (Robjin et al, 1996). Il a été rapporté que la source de
carbone constitue un facteur important qui influence la biosynthese des EPS par les bactéries
lactiques. En plus de la nature du substrat, sa concentration peut avoir un effet stimulant sur la

production d'EPS et pourrait méme changer la nature du polymére excrété (Gamar et al,
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1997). Certains auteurs ont également observé une forte relation entre la production des
exopolysaccharides et l'adhérence des bactéries aux surfaces inertes ainsi que les tissus
vivants (Tannock, 2005). Ruas-mediedo et al (2006) ont rapporté que les EPS produits par
les souches probiotiques pourraient étre en mesure d'adhérer a la muqueuse intestinale, et que
les effets sont dépendant de la dose et de la nature de I’EPS. Ces polymeéres pourraient
favoriser I'agrégation et la formation du biofilm, une étape nécessaire dans le processus de la
colonisation (Robjin et al, 1996). D'autre part, la production d'exopolysaccharides peut étre
associée au phénoméne du quorum sensing, ou I’exopolymeére pourrait étre sécrété seulement
a une certaine charge bactérienne. En effet, ce phénoméne d'auto-induction est fortement
influencée par des facteurs environnementaux tels que: le pH, l'osmolarité et la nature du

substrat saccharidique (Gamar et al, 1997).

Table 05: Effet de la source de carbone sur la production des exopolysaccharides

Substrat
Souche Glucose Lactose Saccharose Fructose Pectine
L.bulgaricus 355,25+ 59 | 585,75+ 85% | 549,75+59 | 500,75+ 67 | 315,5+50
S.thermophilus3 | 531,25 +140 | 807 + 153* | 524,25+30 | 370,5+80 | 369,75+ 27
L.rhamnosus 1 | 342,75+97 | 292,25+ 15 | 680,75+ 67° | 672,25+ 80% | 353,75+ 35
L.johnsonii 278 £110 | 298,5+68 480 +£110* | 250,75+ 27 | 2755+29

probiotiques (EPS mg/L):

a: Représente une différence statistiquement significatif entre les groupes.

IV.3. Potentialité prébiotique des extraits phénoliques du Romarin et Citrus:

Deux extraits phénoliques obtenus a partir du Rosmarinus officinalis et du Citrus sinensis
ont fait I’objet de cette étude. La potentialité prébiotique a été évaluée en terme d’activité
antibactérienne a I’égard de candidats porbiotiques et pathogénes, leur impact sur les
propriétés d’adhérence ainsi que la sensibilisation vis-a-vis des antibiotiques.
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3.1. Effet antibactérien des extraits phénoliques du Romarin et du Citrus:

La figure 16 a, b montre que les candidats probiotiques avaient présenté une bonne

résistance a I’égard de I’extrait Methanolique du Rosmarinus officinalis exception faite pour

la souche S.thermophilus 01 ayant connue un maximum d’inhibition de I’ordre de 45mm. Par

contre les souches pathogénes se sont révélées sensibles pour les différentes doses utilisées,

particulierement Enterococcus faecalis avec un diametre d’inhibition de 40 mm. La méme

observation fut relevée pour I’extrait du Citrus sinensis (Figure 16 c, d) ou seulement deux

candidats probiotiques se sont révélé sensibles alors quatre des six pathogenes étudiées ont été

fortement inhibées notamment P.aeruginosa 02.
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Figure 16: Effet des extraits Méthanoliques du Rosmarinus officinalis (a, b) et du Citrus

sinensis (c, d) sur les souches probiotiques et pathogenes (résultats exprimés en moyenne +

écart type)
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La sensibilité observée pour les souches étudiées peut étre due a I’action des composantes
des extraits sur des cibles cellulaires multiples, plutét qu'un emplacement spécifique d'action.
Le mécanisme de toxicité peut étre liéa: 1) L’inhibition de la syntheése des acides
nucléique ou un certain nombre d’études avait démontré que le cycle aromatique B des
flavonoides (présent dans les extraits méthanoliques) jouerait un réle dans l'intercalation des
liaisons hydrogenes sur les acides nucléiques, résultant en une inhibition de la syntheése
d'’ADN et d'ARN (Mirzoeva et al, 1997). 2) Inhibition des fonctions de la membrane
cytoplasmique, augmentant la perméabilité de la membrane bactérienne intérieure et une
dissipation du potentiel membranaire. Le gradient électrochimique des protons a travers la
membrane étant essentiel pour le maintien de la capacité de synthése d’ATP des bactéries, son
transport membranaire et sa motilité (Cushnie et Lamb, 2005). 3) Inhibition des enzymes :
Selon (Cowan, 1999), les flavonoides peuvent provoquer linhibition des enzymes
hydrolytiques (les protéases et les carbohydrolases). A titre d’exemple, d’apres I’étude de
Plaper et ses collaborateurs (2003), lactivité antibactérienne contre E. coli  est
partiellement attribuable a I'inhibition de I’ADN gyrase.

Par ailleurs, la résistance observée peut étre expliquée par le fait que Chaque composé agit
spéecifiguement sur un ou plusieurs germes. A titre d’exemple, la galangine possede une
activité spécifique contre S. aureus (Cushnie, 2003., Martini 2004). En outre certains auteurs
ont rapportés que les extraits phénoliques obtenus avec du méthanol a 95% sont actifs sur
certaines bactéries, alors que ceux extraits avec le méme solvant a 60% ne le sont pas, comme
c’est le cas de I’extrait phénolique du Linum capitatum contre S. aureus (Akroum, 2006). A
partir de la, la nature du solvant de méme que sa concentration peuvent étre d’une influence

majeure sur la composition de I’extrait, par conséquent sur son efficacité.
3.2. Effet des extrais phénoliques sur I’habilité d’adhésion et d’agrégation :

Afin de manifester des effets bénéfiques, les bactéries probiotiques doivent se trouver en
grand nombre dans I’intestin et démontrer de méme une bonne agrégation a la muqueuse
intestinale en vue d’exercer leur bénéfice. Nous évaluons dans cette partie d’étude I’effet des
extraits phénoliques sur ces deux propriétés chez des candidats probiotiques ainsi que des
pathogénes intestinaux.
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3.2.1. Effet des extraits phénoliques sur la propriété d’auto-agrégation:

L’adhésion bactérienne est une action qui se caractérise par I’ensemble des
phénomeénes physicochimiques et biologiques permettant a une bactérie de s’unir a une
surface de facon durable (Quirynen and Bollen, 1995). Tandis que I’auto-agrégation est liée
a I’adhésion cellule a cellule entre les bactéries d’une méme souche la co-agrégation concerne
deux ou plusieurs souches génétiqguement différentes (Yuan et Seppo, 2009).
L'habilité d’adhésion des souches probiotiques, semble nécessaire pour leur ancrage aux
cellules épithéliales de I'intestin, et leur habilité & I’agrégation favoriserait leur installation
ainsi que la formation d'une barriere prévenant la colonisation par les microorganismes
pathogénes (Del Re et al, 2000).
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Figure 17 : Effet des extraits phénoliques (1%) sur les propriétés d’auto-agrégation des
souches probiotiques : a) L.bulgaricus, b) L.rhamnosus, ¢) L.johnsonii, d), S.thermophilus 1
e) S.thermophilus 2, f) S.thermophilus 3 (résultats exprimés en moyenne + écart type).
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Résultats et discussion

Il est clair d’apres la figure 17 que les deux extraits phénoliques on visiblement stimulé le

taux d’auto-agrégation des candidats probiotiques testées, notamment le Romarin ou une

augmentation maximale de I’ordre de 34% a été obtenue chez L. bulgaricus et d’environ 30%

chez S.thermophilus 03. Pour les deux souches L.rhamnosus et L. johnsonii une légere

augmentation fut également remarqué. L’extrait phénolique de I’orange avait exercé une

influence notable sur les propriétés d’auto-agrégation, particulierement chez la souche L.

bulgaricus ou une stimulation de I’ordre de 27% fut relevée. Les résultats obtenus corroborent

les observations faites par Shinde (2012) ayant démontré que les extraits phénoliques obtenus

a partir de la peau de pomme (notamment la rutine) avaient notablement stimulé I’adhérence

de différentes souches probiotiques.
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Figure 18 : Effet des extraits phénoliques (1%) sur les propriétés d’auto-agrégation des

souches pathogénes : a) E.coli, b) E.faecalis, c¢) P.areroginosa 1, d), P.areroginosa 2 )

S.aureus, f) K.pneumoniae (résultats exprimés en moyenne + écart type).

52




Chapitre IV Résultats et discussion

D’apreés la figure 18 I’extrait du Romarin avait notablement abaissé le taux d’agrégation
des souches pathogenes exception faite pour E. faecalis et K. pneumoniae ou aucun
changement remarquable n’a été enregistré. La réduction du taux d’agrégation était maximale
chez Escherichia coli avec un abaissement d’environ 17%, suivi par S. aureus, P.aeruginosa
01 et P. aeruginosa 02 avec une réduction d’environ 7%. L’action de I’extrait phénolique de
I’orange sur lauto-agrégation du pathogene reste moins efficace comparée a celle du
Romarin. Ces résultats sont en concordance avec ceux obtenus par Parkar et al, 2008 ayant
observés un effet stimulateur des extraits phénoliques sur I’adhésion des souches probiotiques
tandis que cette propriété fut notablement réduite chez des pathogénes testés.

Les résultats de I’auto-agrégation des probiotiques et pathogénes corrobore les
recherches de Collado et al, (2007) faisant répartir les souches en trois groupes : le premier
groupe a montré des capacités d’auto agrégation élevés, une agrégation faible caractérise le
deuxieme, et le troisieme posséde une capacité d’auto-agrégation bien faible. La stimulation
remarquable de I’auto agrégation des probiotiques et la diminution importante de celle des
pathogénes témoigne la potentialité symbiotique entre I’extrait phénolique du Romarin et les
candidats probiotiques notamment S.thermophilus et L. bulgaricus, et son action antagoniste
vis-a-Vvis des pathogeénes particuliérement Escherichia coli et S.aureus.

3.2.2. Effets des extraits du Romarin et du Citrus sur I’habilité d’adhésion :

L'adhésion des microorganismes probiotiques a la muqueuse intestinale est essentielle
dans le mécanisme de la colonisation ainsi que dans le phénomeéne d'antagonisme contre

différents entéropathogenes (Owhand, 1998).

Il est claire d’aprées la figure 19 que la capacité d’adhésion des probiotiques est
importante atteignant de valeurs maximal de 55% comparée aux pathogene qui présentent
une habilité d’adhésion ne dépassant pas les 23%. Les deux extraits étudiés avait amplifié
les propriétés d’adhésion des candidats probiotiques, notamment celui du Romarin, ou nous
avons enregistré des valeurs maximales chez S.thermophilus 04 et L.bulgaricus (50 et 55%
respectivement) avec une augmentation du taux d’adhésion de I’ordre de 18% et 16%. En
revanche chez les pathogenes il a été observé que les extraits phénoliques testés avaient
remarquablement réduit I’habilité d’adhésion, particulierement le Romarin, ayant exercé une
action notable contre P. aeruginosa 02 S.aureus et E. coli, de méme une réduction
remarquable fut observé chez P. aeruginosa 01 et E.faecalis. Exception faite pour

K.pneumoniae ou les deux extraits n’avaient pas atténué cette propriété. La méme remarque
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a été relevée pour E. faecalis avec I’extrait d’orange, ou aucun effet n’a été démontré, tandis
qu’en présence de I’extrait du Romarin un abaissement du pourcentage de I’ordre de 6% a
éte noté. Des observations similaires ont éte faites par Parkar et ses collaborateurs (2008).

60
50 -
x i
= 40 H Témoin
(=] .
2 30 -  Romarin
5 20 - ® Orange
<
10 -
0 - : : : : :
& :"6 ,,)o".‘\ (70\' (700’ 60“‘
N & N N N
\0\)\@} &&(\ & ‘32(&\ <§$\ <§$\
\ Q v O & &
e v & & &
& & &
S o S
25
20
x .
< 15 ® Témoin
-% i Romarin
210 ® Orange
g
5
0

Figure 19 : Effet des extraits phénoliques (1%) sur les propriétés d’adhésion des souches
probiotiques et pathogenes (Résultats exprimés en moyenne + écart type)

Globalement, I’extrait du Romarin avait influencé d’une maniere plus efficace
I’habilité d’adhésion des deux groupes de bactéries ; probiotiques et pathogenes comparé a
I’extrait phénolique du Citrus. Nous avons également constaté une forte corrélation entre
I’habilité a l'adhésion et la capacité d’auto-agrégation chez les candidats probiotiques et
pathogénes. En effet, une stimulation de I’auto-agrégation des candidats probiotiques s’est
accompagnée d’une augmentation de la capacité d’adhésion, a titre d’exemple chez L.
bulgaricus et S. thermophilus 03 des taux d’adhésion respectifs de 55% et 51%, sont
corrélés a des taux d’agrégations élevés d’environ 89% et 83% respectivement. De méme
une trés bonne corrélation a été obtenue pour les souches pathogenes, ou nous avons

remarqué une réduction parallele du pourcentage d’adhésion et d’agrégation, notamment
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avec I’extrait du Romarin. Alors qu’une corrélation positive a été observée dans de
nombreux travaux (Peréz et al, 1998 ; Del Re et al, 2000), elle n’a pas été vérifiée par
d’autres auteurs (Vinderola et al, 2004).

3.2.3. Effet des extraits phénoliques sur I’antibiorésistance des pathogénes

Il est clair d’apres la figure 20 que I’ensemble des souches étaient résistantes a
I’action de I’Oxacilline et I’'ampicilline, et sensibles a I’action des quatre autres antibiotiques
(Tobramycine, Streptomycine, Kanamycine et Gentamicine). Nous avons également
remarqué que I’extrait du Romarin avait notablement augmenté la sensibilité aux
antibiotiques chez les deux souches Enterococcus faecalis et Pseudomonas aeruginosa 02 et
a une moindre mesure celle de Pseudomonas aeruginosa 01. A titre d’exemple, la sensibilité
a la Tobramycine chez la souche Enterococcus faecalis avait été augmentée de 15mm
comparée au témoin. Par contre ce méme extrait étudié n’avait pas exercée d’effet notable
sur E. coli et Klebsiella pneumoniae. D’autre part, I’extrait du Citrus avait démontré un
faible effet comparé a celui du Romarin, presque absent chez les souches E. coli et
Klebsiella pneumoniae ainsi que Enterococcus faecalis. Plus remarquable encore était
I’augmentation de la résistance chez les souches Pseudomonas aeruginosa 02, Pseudomonas
aeruginosa 01 et S. aureus notamment chez cette derniére avec une réduction du diametre
d’inhibition d’environ 13mm (Tobramycine). Par ailleurs, cette induction de la résistance
n’a pas eté observée chez I’extrait du Romarin qu’avec la souche S. aureus ou une réduction
maximale de I’ordre de 15mm a été notée pour la Tobramycine. A la lumiére des résultats
obtenus, nous avons pu observer trois types de réponses :

a) L’extrait ne sensibilise pas la souche a I’action de I’antibiotique :

Comme c’est le cas pour I'ampicilline et I’oxacilline, Cela peut étre di : 1) soit au fait que
la résistance a comme support génétique le chromosome bactérien, ce qui rend difficile de la
moduler, par comparaison a un géne de résistance se trouvant sur un plasmide 2) que la
concentration en extrait est plus réduite pour ainsi voir un effet 3) il se peut également que

I’extrait soit inefficace méme a des concentrations élevées.
b) L’extrait augmente la sensibilité aux antibiotiques :

Bien apparent avec I’extrait du Romarin chez les deux souches E.faecalis et P.aeroginosa
02. Cela peut étre expliqué par le faite que I’extrait phénolique ait stressé la bactérie, la
rendant encore plus sensible a I’action de [I’antibiotique. Ce qui laisse suggérer une
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potentialité synergétique entre I’extrait du Romarin et des antibiotiques tel que la

Kanamycine, la Tobramycine, Streptomycine et la Gentamycine.
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Figure 20 : Effet des extraits phénoliques (1%) sur I’antibiorésistance des souches pathogenes
a) P.areroginosa 1, b) P.areroginosa 2, c¢) E.coli, d) E.faecalis, €) S.aureus, f) K.pneumoniae.

Les résultats sont exprimés en moyenne * écart type.
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c) L’extrait diminue la sensibilité aux antibiotiques :

Soit que I’extrait phénolique ait stimulé les acteurs membranaires intervenant dans
I’externalisation de I’antibiotique, il serait également probable qu’il ait stimulé I’expression
du gene de la résistance.

IV.4. Propriétés antioxydantes et antiprolifératives des extraits du Romarin

Ayant présenté les meilleurs caractéristiques prébiotiques, I’extrait phénolique du
Romarin fut validé pour cette partie d’étude. Il servira donc pour des analyses de
caractérisation physicochimiques ainsi que I’évaluation de ses propriétés antioxydantes et

anti-tumorales.

IV.4.1. Caractérisation physico-chimique :

Le contenu polyphénolique totale était plus élevée dans I'extrait méthanolique du romarin
(ME) avec environ 2.589 * 0,0055 ¢g/100 g de matiere séche en équivalent acide gallique
comparée I’extrait d’acétate d’éthyle (EA) avec 0,7637 + 0,0056 g/100 g de matiére seche
(Tableau 06). Toutefois, ce dernier était plus riche en terme de diversité avec environ 13
composés identifiés, principalement des diterpens phénoliques tels que le Carnosol, I’acide
Carnosic et le méthyle carnosate tandis que l'acide Rosemarinique était la composante
majeure dans la fraction ME suivie par la isorhamnétine-3-O-hexoside un flavonoide
glycosylé comme le montre la figure 21 et tableau 06. Les composés présents dans les
extraits de romarin peuvent étre classés en trois groupes: les diterpénes, les flavonoides et les
acides phénoliques. Les diterpenes sont représentés par I’acide carnosique, le carnosol,
rosmanol, méthyle carnosate et Rosmadial. Les flavonoides comprennent la genkwanine,
4'Metoxytectochrysin, Homoplantaginin, scutellaréine et cirsimaritine. Bien que, de l'acide
rosmarinique était le seul acide phénolique identifié. Ces principaux éléments ont été signalés
dans de nombreuses études évaluant la composition des extraits du romarin (Almela et al,
2006). Nos résultats corroborent ceux de Zheng et Wang (2001) et Shan et al, (2005), qui
ont indiqué que l'acide Rosemarinique était le composé phénolique le plus abondant identifiés
dans les extraits de la famille de Labiacea.
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Figure 21: Chromatogrammes HPLC-MS des extraits du Rosmarinus officinalis
enregistrés a 280nm: A) Extrait méthanolique and B) Extrait d’acetate d’éthyle.
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Table 06: Caractérisation par chromatographie a haute pression (HPLC) des extraits
méthnolique (ME) et d’acétate d’éthyle (EA) du Romarin a 280nm:

Composeés Imax temps de rétention (mn) %Area EA %Area ME
1. Isorhamnetin-3-O-hexoside 274, 345 36.34 0.64 10.18
2. Homoplantaginin 270, 333 37.69 1.29
3. Acide Rosmarinique 218, 328 37.80 5.91 50.11
4. NI 260, 340 46.68 2.01
5. Scutellarein 275, 337 48.79 0.43
6. NI 225, 277 52.50 2.08
7. Cirsimaritin 278, 336 55.37 7.06
8. Rosmanol 286, 333 56.88 4.23
9. Genkwanin 269, 338 60.42 5.49
10. Carnosol 284 66.95 14.18
11. Rosmadial 230, 286 71.44 5.90
12. 4’Metoxytectochrysin 270, 334 72.34 6.88
13. Methyl ester d’acide rosmarinique270, 329 72.92 3.31
14. NI 223, 280 77.06 1.90
15. Carnosoic acid 286 78.66 13.86
16. NI 225, 276 81.60 5.82
17. Methyl carnosate 225, 278 82.42 7.40
18. NI 213, 278 82.89 2.27

1V.4.2. Tests antioxydants :

La teneur en composés phénoliques totaux des extraits étudiés a été déterminée par la
méthode de Folin-Ciocalteu. Les données du tableau 07 montrent que la plus grande quantité
de phénols totaux a été détectée dans I'extrait méthanolique avec un équivalent d'acide
gallique jusqu'a trois fois plus élevé par rapport a la fraction d'acétate Ethyle. En effet, cette
teneur plus élevée a été positivement corrélé avec sa capacité antioxydante, en termes de
neutralisation du radical DPPH avec une 1Csy de 0,510 mg/ml et un équivalent en trolox élevé
de I’ordre de 1,29 + 0,07 mmol extrait TE/g. En outre, I'extrait méthanolique a été caractérisé
par un pouvoir réducteur ferrique supérieur de 1,714 mmol de Fe®* /g d'extrait. Les propriétés

observées peuvent étre dues a I'acide Rosemarinique qui est le composant dominant dans cette
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fraction telle que révélée par I’analyse chromatographique HPLC (Tableau 06). Des
observations similaires ont été relevées par Zakariat et collaborateurs (2011) pour les
feuilles de Melastoma malabathricum, ou la plus forte teneur de la fraction méthanolique a été
associée a une capacité antioxydante maximale. En outre, il a été signalé dans quelques études
que les extraits naturels de la famille des labiacae caractérisés par une teneur plus élevée
d’acide Rosemarinique possédent une activité anti-oxydante plus importante (Shan et al,
2005). Par ailleurs, l'activité de l'extrait d'acétate Ethyle semble étre liée a ses ditérpens
dominants, notamment carnosol, l'acide carnosique et le méthyle carnosate. En fait, les
propriétés antioxydantes des extraits du romarin ont été attribuées dans quelques études aux
diterpénes phénoliques tels que l'acide carnosique, carnosol et rosmanol (Munne-Bosch et
Alegre, 2001).

Table 07. Activité anti-oxydante des extraits phénoliques du Rosmarinus officinalis.

Extrait Phénols totaux DPPH DPPH FRAP
(g GAE* /100 g extract) (mmol TE/g extract) ICso (mg/ml)  (mmol Fe*'/g)

Extrait Methanolique 2.589 £ 0.0055 1.29+0.07 0.510 1.714 £ 0.068
(0,444-0,5862)

Extrait Ethyle Acetate 0.7637+ 0.0056 0.72 £0.020 0.719 1.240 £ 0.052
(0,3515-1,471)

*GAE: (équivalent en acide gallique)

Les cellules cancéreuses existent dans un état de stress oxydatif puisque cette pathologie
augmente leur potentiel de survie par activation de la signalisation d'oxydo-réduction qui peut
conduire a l'activation de facteurs de survie tels que le NFKB et I’AP- 1 et l'inactivation de
génes suppresseurs de tumeur tels que la p53 (Zakaria et al, 2011). En outre, il a été
démontré que de faibles niveaux d'espéces réactives de l'oxygéne pourraient induire la
prolifération des cellules cancéreuses (Del Bello et al, 1999). Ainsi, lI'un des mécanismes
proposés pour lactivité anti-proliférative a été lié dans quelques études a la capacité
antioxydante. En effet, il a été démontré dans plusieurs travaux que les activités anti-
oxydantes des extraits naturels telles que la neutralisation des radicaux libres, la peroxydation
lipidique et les activités de chélation des métaux peuvent améliorer I’activité anti-cancéreuse
de nombreux médicaments anticancéreux chimiques (Nagendra - Prasad et al, 2009, Awney
et Sindi 2010, Cheng et al, 2011, Manosroi et al, 2012). A partir de la, les propriétés
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antioxydantes démontrées chez les deux extraits du romarin, particuliérement celui

méthanolique, pourraient également favoriser leurs potentialités anti-tunorales.
IV.4.3. Effet antiprolifératif des extraits du romarin :
4.3.1. Evaluation de la cytotoxicité :

Il est claire a partir de la (figure 22), que les deux extraits ont exercé une activité anti-
proliférative contre les lignées cellulaires tumorales testées, d'une maniére a la fois
concentration et temps dépendante. La fraction méthanolique avait démontrée une meilleure
activité en particulier contre les cellules Caco- 2 (figure 22 -a) avec moins d'efficacité sur les
cellules PBMC par rapport au Taxol utilisée ici comme témoin positif (figure 22 -c). De
méme I’extrait acétate d'éthyle a été nettement plus Efficace sur les cellules Caco- 2 aprés 48
heures d'incubation, tandis que I’activité du Taxol était plus prononcée envers la lignée
cellulaire U937 (figure 22- b).

Tableau 08. Les valeurs d’IC50 + SD des extraits du Rosmarinus officinalis et du Taxol apres
24 heures d'exposition.

Composé / extrait 1Cso (ug/ml)

U937 Caco-2 PBMCs
Extrait Méthanolique 19.64 +1.36 14.62 £2.00 25.4 +2.54
Extrait Ethyle Acetate 14.85 +0.20 14.95 £2.32 14.43 £4.33
Taxol 0.23 £00 3.21 £1.72 0.96 £0.24

Les résultats obtenus sont conformes a ceux rapportés par (Cheung et Tai, 2007, Cheng
et al, 2011) ou l'extrait éthanoliqgue du romarin a également démontré des effets anti-
prolifératifs sur la leucémie humaine ainsi que sur des cellules du carcinome du sein. Les
deux extraits peuvent étre classés comme actifs (IC50 valeurs 20 pg/ml), selon I'Institut
national du cancer (NCI), USA (Boyed, 1995).

L’activité antiproliférative de I'extrait méthanolique a été plus importante sur les cellules
cancéreuses comparée aux cellules normales PBMC (figure 22-a, tableau 08),
particulierement aprés 48 heures d'incubation ou les ICsy étaient respectivement 9,79 + 0,13
et 4,9 =+ 1,04 pour U937 et Caco- 2 et 20,21 + 1,48 pour les PBMCs.
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Figure 22: Cytotoxicité de I'extrait du romarin sur deux lignées cellulaires tumorales (U937

et Caco- 2) et les cellules mononucléaires du sang périphérique (PBMC). Les résultats sont

exprimés en tant que pourcentage du contrdle, et représentent la moyenne de trois expériences

in

dépendantes.

Les résultats corroborent les données de certains travaux indiquant une inhibition sélective

de la croissance d’extraits naturels contre différentes cellules cancéreuses humaines avec

moins d'effet sur les lignées cellulaires normales (Zhao et al, 2004, Noratto et al, 2010., Guil

62




Chapitre IV Résultats et discussion

-Guerrero et al, 2011, Gonzalez- Sarrias et al, 2012). Plusieurs mécanismes
antiprolifératifs pourraient étre impliqués en fonction du type de constituants phytochimiques
présents dans les extraits, principalement : 1) l'induction d'inhibiteurs de cycline kinases-
dépendantes ou du mécanisme d'apoptose 2) Arrét du cycle cellulaire a la phase G1/S 3)
I'inhibition des kinases de la survie cellulaire et les facteurs de transcription inflammatoires,
ou 4) la réduction des produits de génes anti-apoptotiques (Zakaria et al, 2011). Les résultats
qui suivent de l'analyse du cycle cellulaire et de l'apoptose sont en concordance avec les

mécanismes présentes.

4.3.2. Analyse du cycle cellulaire:

Les résultats de I'analyse du cycle cellulaire ont montré que la lignée cellulaire U937 était
nettement sensible a I’action des deux extraits ainsi que pour le taxol (Figure 23-b) ou nous
avons observé une augmentation significative du pourcentage de cellules en phase S , avec
une diminution concomitante des populations cellulaires dans les phases de G1 et G2/M. Ces
extraits du Romarin semblent étre principalement des inducteurs d'arrét a la phase S du cycle
cellulaire apres 24 h de traitement. L'extrait d'acétate d'éthyle a montré la meilleure efficacité
a la concentration testée de 5ug/ml (62% de la population dans la phase S) suivi par I'extrait
méthanolique a 10 pg/ml et du Taxol 0.05ug/ml. Les résultats corroborent les travaux faits par
Vaz et al (2012) , ou ils ont démontré que I’extrait éthanolique du Clitocybe alexandri peu
bloquer la distribution du cycle cellulaire dans la phase S d'une maniere dose dépendante, de
méme Gonzalez- Sarrias et al (2012) avaient démontrés que les composés phytochimiques
présents dans les extraits aqueux d'érable peuvent inhiber la prolifération de cellules du cancer
du colon en blogquant la progression du cycle cellulaire a la phase S en raison de la diminution
de I'expression des cyclines A et D1. Toutefois, seul I'extrait Méthanolique du romarin avait
exercé un effet sur le cycle cellulaire de la lignée Caco-2 avec une nette diminution de la
phase G2/M aprés 24h d'incubation (figure 23-a). Cette observation, est en concordance avec
les résultats obtenus par Sharif et al, (2012), ou ils ont rapporté que l'activité anti-
proliférative du jus d’Aronia melanocarpa sur les cellules Caco-2 et Jurkat a été associée a un
arrét du cycle cellulaire en G2/M avec une diminution concomitante de I'expression de la
cycline B1. Le témoin positif (Taxol) avait bloqué la croissance dans la phase GO/G1 avec
une distribution de 92%.
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Figure 23: Analyse de la distribution du cycle cellulaire chez lignées cancéreuses U937 et

CaCo-2 traitées avec deux différents extraits du Rosmarinus officinalis. La distribution des
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cellules dans les phases Go/G1, S et Go/M a été mesurée aprés 24h d’exposition aux
fractions Methanolique (ME) et Acetate d’ethyle (EA), le Taxol servant de témoin. Les

résultats sont exprimés en moyennes de trois expériences indépendantes.
4.3.3. Effet Apoptotique :

Les Figures 24 et 25 montrent que les extraits du romarin avaient déclenchée de
maniére significative a la fois I’apoptose précoce (Annexine V' et AAD") et I’apoptose
tardive (annexine V * et AAD") chez les cellules tumorales testées, avec un effet apoptotique
nettement élevée sur cellules Caco-2 par rapport a la lignée U937.

20 s
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2 10 T =
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Figure 24: Effet Apoptotique des extraits méthanolique (ME) et acétate d’éthyle (EA)
du romarin sur lignées cancéreuses (a) U937 (b) CaCo-2 apres 24h d’exposition. Le test
Annexin V-FITC/AAD a été utilisé pour détecter I’apoptose précoce (Annexin*/AAD)
et tardive (Annexin’/AAD"). Les données sont exprimées sous forme de valeurs
moyennes = SD (n = 3). *P < 0.05 and **P < 0.01 indiquent respectivement des
différences significatives et hautement significatives par rapport aux cellules non
traitées.
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Les deux fractions méthanolique et acétate d'éthyle ont induit lI'apoptose précoce de
cette derniére lignée de maniére dose dépendante sans grand écart d’efficacité entre les
extraits. Alors qu'une apoptose tardive avait caractérisée les cellules Caco-2, avec des valeurs
de 20,6 et 21,8 % respectivement pour I'extrait Méthanolique (5ug/ml) et l'acétate Ethyle
(10ug/ml). Les effets observés peuvent étre attribués aux composes majeurs identifiés tels
que: les ditérpens et flavonoides dans l'acétate Ethyle et de l'acide Rosemarinique dans la
fraction Méthanolique.
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Figure 25 : Effet apoptotique des extraits du Romarin sur la lignée cellulaire CaCo-2 apres

24h d’exposition aux extraits : méthanolique a) a 10 pg/ml et b) 15ug/ml et d'acétate d'éthyle
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c) a 10 pg/ml et d) 15ug/ml. L’analyse a I"'image stream démontre respectivement en €) et en
f) l'apoptose précoce et tardive des cellules Caco-2 traités avec l'extrait méthanolique
(10pg/ml).

Un certain nombre d’études a rapporté que les composés polyphénoliques sont
inducteurs d'apoptose chez les cellules cancéreuses par déclenchement d'une réponse pro-
oxydante (Das et al, 2010). Cependant, la nature et la source des espéces réactives de
l'oxygene (ROS) produits en réponse aux polyphénols restent tres peu étudiés. Un rdle pour
les anions superoxydes générés dans les mitochondries a été suggéré dans l'apoptose induite
par le resvératrol sur les cellules du carcinome colorectal humain HT- 29 (Juan et al, 2008) et
la réduction du systeme anti-oxydant du glutathion avait été corrélée a I’induction d'apoptose
par I’hispolon sur les cellules du cancer gastrique humain (Sharif et al, 2012). Cheng et al
(2011) ont également démontré que le rosmanol est fort inducteur d'apoptose chez les cellules
COLO 205 par l'intermédiaire des voies mitochondriales, ou les cellules traitées présentaient
une augmentation significative de la sécrétion a la fois du cytochrome-c et I’AIF (facteur
induisant I'apoptose) dans le cytosol.

IV.5. Etude des propriétés immuno-modulatoires d’une souche probiotique

Différentes souches de bactéries commensales coexistent dans l'intestin, et donc, les
effets combinatoires de ces groupes de bactéries sur la maturation des DC sont de pertinence.
Dans cette étude, les effets de la présence simultanée de bactéries induisant I’lL-12 telles que
L acidophilus, S. aureus, P. aerugionosa et E. coli et d'un faible producteur d'IL-12, a savoir L
reuteri 5289, ont été étudiés.

5.1. Lactobacillus reuteri 5289 inhibe I'lL-12 produit par les DCs stimulées

Il a été précédemment observé que la quantité d'IL-12 produite par les DC en réponse a
différentes souches individuelles et combinées des lactobacilles differe largement en fonction
de la combinaison employée de lactobacilles (Zeuthen et al, 2006., Christensen et al, 2002.,
Fink et al, 2007). Pour étudier les propriétés anti-inflammatoires de Lactobacillus reuteri
5289, nous avons évalué la production de cytokines par les DC cultivées en présence de
Lactobacillus reuteri 5289 seul ou en combinaison avec un ensemble de différentes bactéries,
y compris L.acidophilus NCFM et S. aureus 43300 représentant des bactéries Gram positives
ainsi que E. coli 10536 et P. aeruginosa 25853, qui sont des bactéries a Gram négatif.
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Figure 26: Production de cytokines chez les cellules dendritiques dérivées des monocytes
stimulées avec des souches Gram positives et Gram négatives en combinaison avec L reuteri
5289. Les DCs ont été stimulées avec des souches bactériennes exposées aux UV seuls (barres
vides) ou en combinaison avec L reuteri 5289 (barres pleines) pendant 48 h. IL-12p70
(panneau a) et 1L-10 (groupe B) productions ont été analysés par cytométrie en flux. Les
données représentent les moyennes * écarts-types dérivés d'au moins trois expériences
indépendantes (*p<0.05, **p<001).
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La figure 26 représente le profil de cytokine induites chez les cellules dendritiques
dérivées de monocytes humains suite a la stimulation par les diverses souches bactériennes. L
acidophilus avait induit la plus grande quantité de I'lL-12 et I1L-10. L ajout de Lactobacillus
reuteri a d'autres bactéries avait conduit a une forte diminution de la production d'lIL-12 par
les DCs, tandis que la production d'IL-10 a été augmentée de facon additive. Fait intéressant,
L acidophilus NCFM avait induit presque la méme quantité d'IL-10 lorsqu’elle est
ensemencée seul ou en association avec L. reuteri 5289 tandis que I'lL-12 n'a été abrogée
qu’en présence de L reuteri. Ces données confirment les observations de certains auteurs
(Fink et al, 2007) ayant signalé auparavant que I'lL-10 n’est pas le seul élément responsable
de la baisse de production d'IL-12 chez les DC induites par L reuteri.

Il est bien connu qu’en fonction de la nature des stimuli bactériens, les cellules
dendritiques peuvent se développer en différents sous-ensembles avec une expression
caracteéristique de molécules de surface et de cytokines (Christensen et al, 2002). Cependant,
les phénotypes des différents sous-ensembles fonctionnant pour induire une polarisation Thl,
Th2, ou T-régulation, semblent varier en fonction de facteurs environnementaux du tissu dans
lequel résident les DCs (Amati et al, 2006., Smits et al, 2005). Les variations individuelles de
la concentration en bactéries, en plus de la présence de différents types bactériens peuvent
générer des résultats différents suivant I’interaction avec les DC locales pour ainsi dicter une
réponse immunitaire ou une tolérance (Rescigno, 2008). Les bactéries probiotiques se sont
révélés interagir avec des cellules dendritiques pour induire des effets souche spécifiques
(Christensen et al, 2002). La forte variabilité a été indiqué précédemment en ce qui concerne
la capacité des souches de Lactobacillus pour induire la production de cytokines DCs clés
telles que I'IL-12 et IL-10, ce qui entraine respectivement des modeéles pro- et anti-
inflammatoires. 1L-12 est une cytokine de type Thl critique qui induit la production d'IFN-y
par les cellules T et les cellules NK. Au contraire, I'lL-10 peut inhiber I'IL-12 et par
conséquent la production d'IFN-y, favorisant ainsi une réponse Th2 régulatrice (Sabat et al,
2010).

Il a été montré que L acidophilus est capable d'induire une réponse pro-inflammatoire via
un mécanisme TLR-2-dépendant, ce qui suggére que ce récepteur pourrait jouer un réle clé
dans la stimulation d’endocytose dépendante de la réponse pro-inflammatoire dans les DCs
(Weiss et al, 2010., Zeuthen et al, 2006). Nos données indiquent que la souche L reuteri
5289 est un faible inducteur d’IL-12 chez les DC, mais qui est capable d’baisser la production

de cette cytokine pro-inflammatoire lorsqu'elle est co-cultivées en présence de bactéries Gram
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positives ou Gram négatives induisant la libération d'IL-12. Les résultats obtenus sont en
accord avec des études antérieures indiquant que les souches de lactobacilles induisant une
faible production d'IL-12 peuvent inhiber la libération d'IL-12 dans les DCs stimulées par des
souches de lactobacilles induisant une forte production d’IL-12 (Weiss et al, 2011., Zeuthen
et al, 2006., Christensen et al, 2002., Fink et al, 2007). Le mécanisme de I'effet inhibiteur
observé dans la présente étude pourrait impliquer les TLR et/ou d'autres récepteurs avec des
propriétés suppressives comme les récepteurs lectine de type C (CLRs). Le DC-SIGN (un
membre de la famille CLR) a été impliqué dans l'abrogation de la signalisation des TLR
(Evrard et al, 2011). Néanmoins, il est connu que I'lL-10 inhibe la production d'IL-12 dans
les DC dans un mode autocrine par le contrdle de I'expression du récepteur I'L-10 et
I'activation des STAT-3 (Corinti et al, 2001). Cependant, nous avons observé que la souche L
acidophilus NCFM induit presque la méme quantité d'IL-10 lorsqu’elle est ensemencée seul
ou en association avec L. reuteri 5289 tandis que la production d’IL-12 n'a été abrogée qu’en
présence de L reuteri. Par conséquent, il semble que I'IL-10 n’est pas le seul élément
responsable de la réduction de I’expression de I'lL-12 chez les DCs. Nos résultats sont en
accord avec ceux obtenus par Zeuthen et al (2006), qui indique que l'effet inhibiteur sur la
production d'IL12 est partiellement indépendant de I’action de I’lL-10, du fait que des
souches induisant de faibles quantités d'IL-10, comme L. rhamnosus GG, sont encore
capables d'inhiber I'IL-12 et TNF-a induit par d'autres lactobacilles. En accord avec cette
constatation, Fink et al (2007) ont démontré que I'lL-10 n’était pas responsable de l'inhibition
de I’IL-12 induit par L acidophilus en présence de Lreuteri DSM 12246, de méme que cette
inhibition était également évidente lors du blocage de I’lL-10 (par ajout l'anticorps anti-1L10).

5.2. Régulation positive du CD80 et CD83 dans les DC stimulées par différentes
bactéries

Lorsque I’expression des marqueurs de surface des DCs a été analysee, les données
obtenues avaient révélées que les bactéries a Gram négatif (E. coli 10536, et P. aeruginosa
25853) ainsi que I’LPS étaient de forts inducteurs de I’expression des marqueurs de
maturation CD80 et CD83 comparées aux Gram positifs L reuteri 5289, L acidophilus NCFM
et S. aureus 43300 (figure 27).
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Figure 27: Une régulation positive des marqueurs de surface suite a la stimulation des DCs
par des bactéries Gram positives et Gram négatives. Les DCs immatures ont été co-cultivées
avec les bactéries pendant 48 heures. Ensuite, I’expression des CD80 et CD83 a été évaluée

par cytométrie de flux. Les histogrammes en blanc représentent I’isotype contréle tandis que
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les histogrammes en gris clairs et sombres représentent respectivement les cellules traitées et
non traitées. Les chiffres sur les histogrammes représentent la moyenne de I’intensité de la
fluorescence (IMF); les numéros supérieurs représentent les témoins non traités. Les données

sont représentatives d'au moins trois expériences indépendantes.

La capacité des bactéries a réguler a la hausse I'expression des marqueurs de maturation
n’est pas corrélée avec la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-12. En effet, L
acidophilus NCFM, caractérisé par une production maximale d’IL-12, est un faible inducteur
de molécules de co-stimulation comparé aux bactéries a Gram négatif et I’LPS.

Il a été postulé que les DC intestinales exprimant un faible niveau de CD86 produisent
peu d'IL-12 et favorisent ainsi I'induction d'une réponse T régulatrice, tandis que I'immunité
active est induite par des DC exprimant des taux élevés de CD86 soit avec une faible
production d’IL-12 (réponse Type 2) ou de haut niveau IL-12 (réponse type 1) (Dongarra et
al, 2013). Les données obtenues ont montré que les bactéries Gram négatives et LPS étaient
de fortes inducteurs des marqueurs de maturation CD80 et CD83 comparées aux Gram
positifs. La capacité des bactéries a stimuler I'expression des marqueurs de maturation n’est
pas corrélée avec la production de la cytokine pro-inflammatoire IL-12. En effet, L
acidophilus NCFM, caractérisé par une production maximale en IL-12, est un faible inducteur
de molécules de co-stimulation par rapport aux Gram négatifs et LPS. Au contraire Weiss et
al (2011) avaient observés que les lactobacilles induisant une forte réponse IL-12 stimuler
notablement I’expression des marqueurs de maturation, principalement CD40 et CD86. Apres
combinaison de L reuteri avec les autres bactéries aucun effet n'a été remarqué sur
I'expression des marqueurs de surface, sauf avec I’LPS ou le probiotique testé a pu abaisser
I'expression du marqueur CD83. Les mémes auteurs (Weiss et al, 2011) ont également
constaté que les souches inhibitrices de I'lL-12 abaissaient I'expression des CD40, CD86 et
MHCII chez les cellules dendritiques stimulées avec L acidophilus NCFM, tandis que
I'expression du CD80 n’a pas été affectée. Ces résultats peuvent étre divergents en raison des
différentes stratégies utilisées pour la différenciation des DCs a partir des monocytes, et, par
le comportement spécifique des différentes souches L reuteri.
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5.3. IL-12 est associée a une inhibition prolongée de la phosphorylation ERK 1/2

Par la suite nous avons étudié les voies de transduction du signal impliquées dans la
régulation de I'lL-12 lors de I'exposition a L. reuteri 5289 Comme le montre la figure 28, les
bactéries pro-inflammatoires, telles que L acidophilus, induit une activation prolongée de la
p38 MAP kinase tandis que L.reuteri 5289 abaissait rapidement la phosphorylation de la p38
dans les 30 min suivant la stimulation. D'autre part, I’inhibition de I'lL-12 par L reuteri a été
associée a une activation prolongée de la MAP kinase ERK1/2. Il semble donc que la réponse
pro-inflammatoire dans les DC stimulées avec L acidophilus NCFM et caractérisé par une
forte production d'IL-12 est liee a la stimulation de la voie de p38. A l'inverse, l'activité anti-
inflammatoire induite par L. reuteri 5289 et accompagnée d'une production élevée d'IL-10
pourrait étre liée a I'induction de la cascade ERK1/2.

1h 4h
p38
CTRL 133 CTRL 133 CTRL 133 CTRL 133
A 187™= A 433™ A 154 = A 120 =
R 3879 R 19799 R 1320 R 1370
A+R 3840 A+R 4890 A+R 1350 A+R 1510
LPS 30209 LPS 4760 LPS 143 o LPS 122 o
15min 30min 1h 4h
ERK1/2 °

CTRL 119 CTRL 119 CTRL 119 CTRL 119

A 367 ™ A 333™ A 354™ A 180™
R 1870 R 29708 R 6320 R 2149
A+R 5840 A+R 4290 A+R 83500 A+R 1580
LPS 602 LPS 326 LPS 3430 LPS 226

Figure 28: Effets des stimuli bactériens sur la phosphorylation des p38 et ERK1/2
MAPKinases. Les DCs immatures ont été cultivées en présence des stimuli bactériens pour

15, 30 min, 1 et 4 heures. Les histogrammes gris représentent la moyenne de I’intensité de la
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fluorescence du témoin non traité; les histogrammes foncés représentent les DCs traitées avec
Lactobacillus acidophilus; les histogrammes en lignes bleues représentent les DCs traitées
avec Lactobacillus reuteri 5289, les histogrammes en lignes brunes représentent les DCs
traitées avec une combinaison de Lactobacillus acidophilus NCFM et Lactobacillus reuteri
5289, et les histogrammes en lignes violettes représentent les DCs traitées avec LPS.

Les protéines kinases activées par les mitogénes (MAPK) jouent un réle crucial dans la
régulation de la croissance cellulaire, la différenciation ainsi que le contrble des réponses
cellulaires aux cytokines et au stress environnemental. 1l a été démontré récemment que
I'activation de la voie ERK est critique pour la détermination de la balance IL-10 / IL-12 chez
les macrophages stimulés par des lactobacilles (Kaji et al, 2010). Pour clarifier les
mécanismes probables par lesquels les souches de Lactobacillus induisent de maniere
différentielle la production d'IL-10 et IL-12 chez les cellules dendritiques, nous avons
examiné la relation possible entre la production des cytokines et l'activation des MAPKinases.
Nos données montrent que, lorsque les DCs sont stimulées avec L reuteri 5289, I'expression
de p38 est abaissée comparée a la stimulation par L acidophilus, tandis que la phosphorylation
de la voie ERK1/2 dure plus longtemps lorsque L reuteri 5289 a été additionné avec L
acidophilus, ce qui suggere qu'il pourrait étre responsable de l'inhibition de la production
IL12. Par conséquent, nos données suggerent que la production d'IL-12 par L acidophilus
NCFM pourrait étre soutenu par une signalisation p38 prolongée, tandis que I’activation de la
voie ERK 1/2 est associee a I’inhibition de I'lL-12 médiée par L reuteri 5289.

Compte tenu des effets immunosuppresseurs observés chez L reuteri 5289 en co-culture
avec une bactérie Gram positif ou Gram négatif, L reuteri 5289 pourrait représenter un
traitement potentiel efficace pour moduler le milieu intestinal pro-inflammatoire tel que celui
observé dans la pathologie de Crohn. Une meilleure compréhension des mécanismes de
régulation immunitaire évoqués par les probiotiques est crucial pour une conception plus
précise d’interventions a base de bactéries mieux efficaces dans les maladies inflammatoires
de l'intestin ou d'autres maladies auto-immunes ainsi que pour leur emploi comme adjuvant
pour améliorer l'efficacité des vaccins & DCs dans le traitement cancer (Bonaccorsi et al,
2013). D'autres études sont nécessaires pour identifier les molécules bactériennes actives au-
dela des effets inhibiteurs observés induits par L reuteri.
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Conclusion

L’écosysteme gastro-intestinal est généré par une alliance stable et en équilibre entre le
tube digestif, le systéme immunitaire et une importante flore colique. En cas de déséquilibre
diverses pathologies pourront s’installé, allant d’une simple diarrhée, jusqu’au développement
d’un cancer. A partir de la différentes stratégies ont été développé a fin d’y remédier, se
résumant en trois principales approches: les probiotiques, les prébiotiques et leur combinaison
en symbiotiques. Toutefois du fait de la faible survie des microorganismes probiotiques, ainsi
que la faible sélectivité de leurs substrats favoris, la recherche d’une alternative s’avére du
plus grand intérét. Nous nous somme ainsi intéressé a évaluer le potentiel prébiotique de deux
extraits phénoliques obtenu a partir de Rosmarinus officinalis et du Citrus sinensis en
combinaison avec des souches lactiques caractérisées comme étant probiotiques. Nous avons
évalué en outre les potentialités anticancéreuses de I’extrait du Romarin, ayant présenté une

bonne caractéristique prébiotique.

Suite a I’isolement et la caractérisation de 15 souches lactiques appartenant aux genres
Lactobacillus et Streptococcus, les candidats présentant les meilleurs propriétés probiotiques
(résistance a I’acidité, tolérance des sels biliaires et antagonisme des pathogénes) ont été
évalués pour leur propriétés d’adhésion et d’agrégation en présence de différents substrats
carbonés. Nous avons observé que la nature de la source de carbone avait considérablement
affectée I’habilité d’auto-agrégation ainsi que I’hydrophobicité des souches sélectionnées. Ce
changement serait probablement du a la variation du rendement en Exopolysaccharides (EPS)
secrétés en présences des différents substrats. Puisque les EPS sont directement liés aux
propriétés hydrophobes de la paroi cellulaire, les capacités d'adhésion et d'agrégation se
trouvent directement modifiées. A partir de 1a, il semblerait possible d'améliorer au travers
d’une fermentation préalable, en présence de substrat carboné convenable, les propriétés
d'adhérence des souches probiotiques ce qui prolongerait leur séjour et bénéfices au sein du
tractus digestif.

Les deux extraits phénoliques issus du Rosmarinus officinalis et Citrus sinensis ont été
évalués pour leurs potentialités prébiotiques notamment, leur activité antimicrobienne, leur
influence sur I’habilité d’adhésion et d’agrégation des candidats probiotiques et pathogénes,
ainsi que leur effet sur I’antibiorésistance de ces derniers. Les résultats obtenus avaient
dévoilés que I’extrait du Romarin était de loin le plus efficace en inhibant la croissance des
souches pathogénes, comparé a celui de I’orange. En revanche, ce dernier était moins efficace
a I’égard des candidats probiotiques. Pour les tests d’adhésion et d’agrégation, nous avons
observé que les extraits phénoliques avaient d’une part stimulé ces deux propriétés chez les
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candidats probiotiques et ils avaient d’autre part, remarquablement abaissé leurs taux pour les
souches pathogenes. Les résultats du test d’antibiorésistance avaient également révélés
que I’extrait phénoliqgue du Romarin augmentait notablement la sensibilité des souches
pathogénes vis-a-vis des antibiotiques.

La seconde partie d’étude fut réservée a I’évaluation des propriétés antioxydantes et
antiprolifératives de I’extrait du Romarin ayant présenté une bonne potentialité prébiotique.
Nous avons remarqué que les deux fractions Méthanolique et Acétate d’éthyle de cet extrait
avaient nettement inhibé la prolifération des lignées cancéreuses testées U937 et Caco-2 d'une
maniére a la fois concentration et temps dépendante. En outre, l'activité de I'extrait
Méthanolique a été remarquablement plus prononcée sur les cellules tumorales comparées aux
cellules normales mononucléées du sang périphérique (PBMCs), avec une 1Csq deux fois plus
élevé chez U937 et jusqu'a quatre fois a I'égard des cellules Caco- 2. L'effet inhibiteur de la
croissance des deux extraits a été associée a un arrét du cycle cellulaire en phase S pour U937
avec une baisse concomitante de la phase G2/M. Alors que seul I’extrait Méthanolique avait
affecté le cycle cellulaire des Caco- 2 avec une nette diminution de la phase G2/M aprés 24h
d'incubation. Les extraits phénoliques testés du Romarin avaient présenté en plus une activité
pro-apoptotique remarquable chez les deux lignées cellulaires, avec une dominance de
I'apoptose précoce pour U937 et un effet apoptotique tardif chez les cellules Caco-2. Le
mécanisme antiprolifératif semble étre principalement liée a la perturbation du cycle cellulaire
pour les cellules U937 et principalement dd a I'induction de I'apoptose chez les cellules Caco-
2. Les propriétés antioxydantes présentées peuvent également étre en faveur de la potentialité

antitumorale observée.

Dans I’ensemble, ces résultats suggerent que les composés phénoliques du Romarin lui
conféreraient des propriétés biologiques intéressantes notamment une activité antimicrobienne
a I’égard des pathogénes de méme qu’en les sensibilisant & I’action des antibiotiques. En outre
cet extrait avait non seulement épargné la croissance des souches probiotiques, mais
également amélioré leurs habilités d’adhésion et d’agrégation. Les fortes activités anti-
oxydante et anti-tumorale observées chez la fraction Méthanoligue de cet extrait,
particulierement riche en Acide Rosmarinique, seraient en faveur de souligner la potentialité
chimio-thérapeutique de cette molécule. Nous pouvons conclure que I’extrait méthanolique
du Rosmarinus officinalis pourrait renfermer des candidats prébiotiques doté de potentialités
anticancéreuses. Cette fraction s’était révélée également capable d’élaborer des associations
symbiotiques avec des souches lactiques caractérisées comme probiotiques. Ces combinaisons

76



Conclusion

peuvent étre exploitées dans différentes préparations laitiere, a I’exemple du yaourt en vue de
prolonger le séjour des souches probiotiques voir prévenir le développement du cancer
colorectal. En perspective il serait intéressant d’évaluer la toxicité subaiglie de la fraction
Meéthanolique in vivo pour Vérifier ensuite I’effet protecteur des combinaisons obtenues sur la

tumeur colorectale induite.

Nous avons en outre démontré dans cette étude que Lactobacillus reuteri 5289, tel que
décrit précédemment pour dautres souches de Lactobacillus reuteri, peut inhiber la
production d'IL-12 chez des cellules dendritiques induites par Lactobacilllus acidophilus
NCFM. De maniére remarquable, Lactobacillus reuteri 5289 est capable d'inhiber la
production d'IL-12 induite non seulement par les lactobacilles, comme indiqué jusqu'ici, mais
aussi par des bactéries de genres différents, y compris des agents pathogénes. Nous avons
également étudie les voies de signalisation intracellulaires impliquées dans l'inhibition de I'IL-
12 par Lactobacillus reuteri 5289, montrant que cette activité anti-inflammatoire potentielle,
qui est également accompagné d'une production d’IL-10, est associée a une phosphorylation
prolongée de la voie ERK1/2 des MAP kinases. Compte tenu des effets immunosuppresseurs
observés chez L.reuteri 5289 en co-culture avec des bactéries Gram positives et négatives, ce
probiotique pourrait représenter un traitement potentiel efficace pour moduler le milieu
intestinal pro-inflammatoire tel que celui observé dans la pathologie de Crohn. Une meilleure
compréhension des mécanismes de régulation immunitaire évoqués par les probiotiques serait
cruciale pour une conception d’interventions plus efficaces dans les maladies inflammatoires

de l'intestin ainsi que la prévention du développement de cancers colorectaux.
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Annexe

1.Composition des milieux de cultures

Bouillon MRS (Man, Rogosa, Sharpe)

Quantité (g/l d'eau
Composant distillée)
Peptone 10
Extrait de viande 8
Extrait de levure 4
Glucose 20
Acétate de sodium 5
Citrate d'ammonium 2
Tween 80 1ml
Hydrogénophospate de 5
potassium
Sulfate de magnésium 0,2
Sulfate de mangnése 0,05
pH=6,2
Bouillon M17
Quantité (g/l d'eau
Composant distillée)
Tryptone 5
Peptone de soja 5
Infusionde viande 5
Extrait de levure 2,5
Glycérohydrogénophosphatede 19
de sodium
Lactose 5
Acide ascorbique 0,5
Sulfate de magnésium 0,25

pH=6,9

Composition du bouillon hypersucré (Larpent, 1997)

Milieu hypersucré (g/l)

Ingrédient Quantité
Tryptone 10
Extrait de viande 5
KH,PO, 5
Sucre 50
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Bouillon nutritif:

Extrait de viande.........................evv.e...050

Peptone pancréationique...............coceeveeee. 10g
Chlorure de sodium...........ccooveiieii i, 05¢
Ringer:

Chlorure de sodium...........ccooveieiiiininnnen 99
Chlorure de potassium.............covevvenennne 0.42¢
Bichlorure de calcium.......................... 0.48¢g

NaHCO;z....coiiiiiiiii 2200229

Tampon phosphate:

NaCl.........cooveiii i eeen...9.93g
NaHPOg4...vveeiiie . 1430
KH2PO4...vvvvc e ...0.25g

2. Isolement et Identifications des souches lactiques :

e Test de résistance des Streptocoques a 60°C

Souche Pendant 30min
Strep 1 +
Strep 2 +
Strep 3 +
Strep 4 +
Strep 5 +
Strep 6 +
Strep 7 +
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e Etude du profil fermentaire :

Streptococcus
Sucre

Strep|Strep2|Strep|Strep|Strep|Strep|Strep

1 3 4 5 6 U
Glucose |+ + + + + + +
Fructose [+ + + + + + +
Saccharosel+ + + + + + +
Lactose - [+ + + + + +
Maltose |- |+ + + + + +
Rhamnose |- + - + + + + +
Mannitol - [+ + + + + +
Galactose [ + - + + + - +
Levulose [+ + + + + +- |+
Sorbitol |+ + + + + + + -
Mannose [+ + - + + + + +

Lactobacillus
Souche

[LB1|LB2 [LB3 |LB4 |LB5 |LB6 |LB7 |LBS |LB9 |LB10 [LB11 [LB12 |LB13 |LB14 [LB15
Sucre
Glucose + + + F+ O+ B OB M + + + + +
Fructose + M- - + H+ H+ H K K + + + + +
Saccharose H+ |+ + - + B+ H+ B+ + + + + +
Lactose + |+ - - + + + + + + + + + +
Maltose + K- | + M + M + M + + + + +
Rhamnose |+ - | + -+ O BF- + + + + +
Mannitol + M- |- + K-+ W + M + + + - + +
Galactose |+ | - + B+ B+ F + + + + + +
Levulose + | + - + M + M + M + + + + +
sorbitol +- + - +- K- I+ F + M + + + - + +
Mannose + |- + + + + + + + + + + + +
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e Souches identifiées

Souche Identification

LB1 L .coryniformis sub sp
torquens

LB2 L .plantarum

LB3 L .fructosus

LB4 L .agilis

LB5 L. johnsonii

LB6 L.acidophilus

LB7, LB9, LB10, LB11,
LB12, LB14, LB15

L.casei sub sp rhamnosus

LB8

L.delbrueckii sub sp lactis

LB13

L.murinus

Strepl, Strep2, Strep3,
Strep4, Strep5, Strep6,
Strep7

S. thermophilus

e Dosage des Exopolysaccharides ""Méthode au phénol*': (Dubois et al, 1956)

Principe:

Le principe est fondé sur la condensation du phénol avec les produits de la dégradation des

hexoses par I'acide sulfurique.

Réactifs:

Solution de phénol redistillée a 5g pour 100 ml d'eau bidistillée.

Mode opératoire:

Dans des tubes a essai tres propres, on introduit 1 ml de la solution a doser contenant de 10

a 70 pg d'oses totaux puis 1 ml de la solution de phénol. Les tubes sont agités, puis 5ml

d'acide sulfurique sont ajoutés en 5 secondes a l'aide d'une burette (jet brutal). La température

atteint 110°C. Aprés une agitation rapide les tube sont porté a 100°C/5mn. Aprés un séjour de

30 mn a l'obscurité on mesure la densité optique a 490 nm et la teneur en sucre est calculée a

partir de la courbe d'étalonnage d'un mélange galactose/glucose dans un rapport 4/1.
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Courbe d’étalonnage pour le dosage des exopolysaccharides

0,9

0,8

Courbe d'etalonnage DO (490nm)=f
(concentration)

y=0,0111x+0,1342

R2=0,959 /‘

0,7

0,6

0,5

0,4

0,3

# Densité optique

——Linéaire (Densité

Densité optique (490 nm)

0,2

optique)

01 ¢

20 40 60 80

Concentration (mg/l)

Courbe de neutralisation du DPPH par le Trolox & 517 nm

0,9

0,8
0,7 -
0,6 1
0,5
04 -+
03 -+
0,2
0,1 +

0,2

y-=-0,5726x+0,8894
R*=0,999

0,4 0,6 0,8 1 1.2 14 1,6




Résumé

De nombreuses études soutiennent I'idée que la microflore du cdlon intervient pour une grande part
dans I'étiologie du cancer colorectal. Du fait, un grand intérét s’est développé en faveur d’aliments
fonctionnels capable de prévenir son évolution en modulant la flore intestinale et/ou son métabolisme.
L'objectif de cette étude est la sélection d’une combinaison symbiotique dotée de caractéristiques prévenant
et/ou limitant le développement de cette pathologie. Au total 22 souches lactiques appartenant aux genres
Lactobacillus et Streptococcus ont été caractérisées pour leurs potentialités probiotiques, puis évaluées pour
leurs habilités a former des combinaisons symbiotiques avec des extraits phénoliques du Rosmarinus
officinalis et du Citrus cinensis. Ensuite, I’extrait phénolique sélectionné est étudié pour ses effets
antioxydants et antiprolifératifs. Les résultats obtenus suggérent que les composés phénoliques du romarin
lui conféreraient des propriétés biologiques intéressantes notamment une activité antimicrobienne a I’égard
des pathogénes de méme que leur sensibilisation & I’action des antibiotiques. Cet extrait avait non
seulement épargné la croissance des souches probiotiques, mais également amélioré leurs habilités
d’adhésion et d’agrégation. Les fortes activités antioxydante et antitumorale observées chez la fraction
Méthanolique de cet extrait, particuliérement riche en acide rosmarinique, seraient en faveur de sa
potentialité chimio-thérapeutique. L’extrait méthanolique du Rosmarinus officinalis pourrait renfermer des
candidats prébiotiques dotés de potentialités anticancéreuses. Nous avons en outre démontré dans cette
étude que Lactobacillus reuteri 5289, peut inhiber la production d'IL-12 chez des cellules dendritiques
induites par Lactobacilllus acidophilus NCFM. L’inhibition de I'lL-12 a été observée non seulement pour
les lactobacilles, comme indiqué jusqu'ici, mais aussi pour des bactéries de genres différents, y compris des
agents pathogénes. L’étude des voies de signalisation intracellulaires impliquées dans l'inhibition de I'lL-12
par L reuteri 5289, avait révélée que I’activité anti-inflammatoire observée est associée a une
phosphorylation prolongée de la voie ERK1/2 des MAP kinases. Une meilleure compréhension des
mécanismes de régulation immunitaire exercée par les lactobacilles est cruciale pour un emploi plus
efficace de souches probiotiques dans les pathologies inflammatoires de I'intestin ainsi que la prévention de
la tumeur colorectal.

Mots clés : Cancer colorectal, Polyphénols, Probiotique, Prebiotique, Symbiotique.

Abstract

Many studies support the idea that the microflora of the colon occurs largely in the aetiology of colorectal
cancer. Thus, great interest has developed in favour of functional foods capable of preventing its
development by modulating the intestinal flora and/or its metabolism. The objective of this study is the
selection of a symbiotic combination with characteristics preventing and/or limiting the development of this
pathology. A total of 22 lactic strains belonging to the genus Lactobacillus and Streptococcus were
characterized for their probiotic potentials and then evaluated for their ability to form symbiotic
combinations with phenolic extracts obtained from Rosmarinus officinalis and Citrus cinensis. Then the
selected phenolic extract was studied for its antioxidant and antiproliferative effects. The results suggest
that Rosemary phenolic compounds confer interesting biological properties including antimicrobial activity
against pathogens and also by enhancing their sensitiveness toward the antibiotics. This extract had not
only stimulated the growth of probiotic strains, but also improved their adhesion and aggregation abilities.
The strong antioxidant and antitumor activity observed in the methanol fraction of this extract, rich in
rosmarinic acid, would be in favour of its chemotherapeutic potential. The methanolic extract of
Rosmarinus officinalis could contain prebiotics candidates with anticancer potentials. We also
demonstrated in this study that Lactobacillus reuteri 5289, can inhibit the production of IL-12 in dendritic
cells induced by Lactobacilllus acidophilus NCFM. Inhibition of IL-12 was observed not only for
lactobacilli, as shown so far, but also for different kinds of bacteria, including pathogens. The study of
intracellular signalling pathways involved in the inhibition of IL-12 by L reuteri 5289, had revealed that the
observed anti-inflammatory activity is associated with prolonged phosphorylation of ERK1/2 MAP kinase.
A better understanding of immune regulatory mechanisms applied by lactobacilli is crucial for more
effective use of probiotic strains in inflammatory bowel diseases and the prevention of colorectal tumor.

Keywords: Colorectal cancer, Polyphenols, Probiotic, Prebiotic, Symbiotic.



