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Introduction

Introduction

Le diabéte sucré, une maladie métabolique chronique [1], est défini par une €élévation
des niveaux de glucose dans le sang résultant de modifications de la production ou de I'activité
de l'insuline [2]. C'est l'une des dix premicres causes de décés dans le monde [3]. Selon la
Fédération Internationale du Diabete (FID), le diabéte touchait environ 537 millions d'adultes
dans le monde en 2021, avec des projections de 643 millions d'ici 2030 et 783 millions d'ici
2045 [4]. Cette prévalence croissante impose un fardeau économique considérable sur les

systemes de sant¢ [5], comme |'ont noté Yuen et al. [6].

La thymoquinone (TQ) (2-méthyl-5-isopropyl-1,4-benzoquinone (CioH;20;) est le
principal composé actif de la graine Nigella sativa avec un poids moléculaire de (164,2 g/mol),
et est largement utilisée comme ingrédient culinaire et reméde a base de plantes pour diverses
affections de santé [7]. La TQ estresponsable de nombreux effets biologiques de Nigella sativa
[1], notamment des propriétés anti-néoplasiques significatives [8, 9] et diverses propriétés
pharmacologiques telles que des effets anti-inflammatoires [10], antidiabétiques [11, 12],
antioxydants [13, 14] et immunomodulateurs [15]. Elle réduit les niveaux de glucose dans le
sang chez les personnes atteintes de diabéte en augmentant 1'absorption périphérique du

glucose, en diminuant la production hépatique de cet ose et en inhibant la glycogénolyse [1].

La quercétine (Quer) est un flavonoide naturel présent dans divers fruits et 1égumes,
notamment le thé, le chou, les baies de sureau [16]. Elle posséde une puissante capacité
antioxydante [ 17] et présente des propriétés anti-inflammatoires remarquables, qui contribuent
de manicre significative a son potentiel thérapeutique dans la prévention et le traitement de
maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, le syndrome métabolique, les
troubles neurodégénératifs et les affections respiratoires. La Quer exerce plusieurs effets
biologiques bénéfiques, notamment des effets antidiabétiques et anti-inflammatoires
significatifs [ 18]. Ses propriétés antioxydantes et anti-inflammatoires lui permettent également
de prévenir et de traiter les cancers gynécologiques tels que le cancer du sein, des ovaires et du
col de I'utérus [19]. Elle a démontré des effets cardioprotecteurs en améliorant la fonction
cardiaque dans le cadre d'études menées sur des humains et des animaux [20]. La Quer module
les activités cellulaires en réduisant le stress oxydatif, en inhibant la production de cytokines
inflammatoires et en régulant la réponse immunitaire [21]. De plus, la Quer abaisse la glycémie

en augmentant la production d'insuline, en améliorant le fonctionnement des cellules B du
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pancréas et en augmentant la tolérance au glucose. De ce fait, il s'avere ainsi prometteur pour

la prise en charge du diabete au méme titre que d'autres médicaments antidiabétiques [22].

La curcumine (Cur), un composé phénolique bioactif du curcuma, présente des
propriétés anti-inflammatoires, antioxydantes et antithrombotiques importantes [23]. Elle
présente un large éventail de bénéfices thérapeutiques pour diverses maladies chroniques,
incluant des effets antidiabétiques, des réles neuroprotecteurs et des avantages potentiels dans
les maladies cardiovasculaires [24]. La Cur régule la glycémie et améliore la sensibilité a
I'insuline. Elle réduit également l'inflammation systémique en inhibant les médiateurs
inflammatoires démontrant ainsi des effets protecteurs contre le diabéte sucré et ses
complications [22]. La Cur réduit le stress oxydatif en inhibant les cytokines pro-
inflammatoires et en modulant les voies de signalisation critiques. Cette action contribue a ses
effets anti-hyperglycémiants et anti-hyperlipidémiques, favorisant ainsi la régulation du
métabolisme du glucose et des lipides dans le diabéte de type 2 (DT2) [25]. En outre, la Cur a
démontré sa capacité a améliorer la fonction des cellules B du pancréas et a réduire I'apoptose
cellulaire dans des mod¢les de DT2, augmentant ainsi la sécrétion d'insuline et suggérant son
potentiel en tant que candidat thérapeutique pour la prévention et le traitement du diabéte et des

maladies métaboliques associées [26].

Le potentiel de la TQ, de la Quer et de la Cur en tant qu’agents antidiabétiques est
souvent limité par leur faible solubilité dans 1'eau, entrainant des défis de biodisponibilité. Par
conséquent, le développement de nanoparticules pour améliorer la solubilité et la
biodisponibilité cellulaire de ces composés est un domaine de recherche actif et prometteur [27,
28]. L'encapsulation nanométrique des médicaments insolubles dans I'eau attire l'attention en
raison de ses propriétés protectrices contre les facteurs environnementaux et de sa capacité a
ralentir le métabolisme des médicaments. La nature lipophile de la TQ, Quer, Cur, leur faible
solubilité dans les liquides gastro-intestinaux, leur absorption retardée, leur dégradation
enzymatique extensive dans le tractus gastro-intestinal, leur stabilité physico-chimique limitée
ainsi que leur excrétion rapide nécessitent des dosages oraux ¢élevés pour obtenir des effets

thérapeutiques [28-30].

Le PEG hydrosoluble, un polymere disponible dans le commerce, approuvé par la Food
and Drug Administration (FDA), slire et non immunogene, est largement utilisé dans les
applications médicales en raison de sa biocompatibilité et de sa nature amphiphile. La

conjugaison avec le PEG permet d’empécher la traversée de la barriere hémato-endocrine, de
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réduire la neurotoxicité associée aux médicaments libres et de prolonger la demi-vie des
médicaments [31]. Le PEG-4000 est un polymeére d’un poids moléculaire d’environ 4000 g/mol
et compos¢ de neuf sous-unités de glycol d’éthyleéne, est utilisé¢ en médecine comme laxatifet
lubrifiant, facilitantla fusion des membranes cellulaires et 1a libération prolongée des molécules

actives PEGylées [32, 33].

Cette étude visait a surmonter les limites associées a I’utilisation de composés bioactifs
tels que la thymoquinone (TQ), la quercétine (Quer) et la curcumine (Cur) dans le traitement
du diabéte de type 1. Ces composés, bien que prometteurs pour leurs propriétés antidiabétiques,
présentent des inconvénients majeurs tels qu’une faible solubilité, une biodisponibilité limitée,
et une stabilité réduite, ce qui entrave leur efficacité thérapeutique. Pour répondre a cette
problématique, nous avons €élaboré des formulations innovantes a base de nanoparticules,
notamment TQ-PEG4000-NP, Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000. L’objectif principal était
d’encapsuler ces molécules dans une matrice de polyéthyléne glycol (PEG4000) afin
d’améliorer leurs caractéristiques pharmacocinétiques, de renforcer leur stabilité, et d’optimiser

leur délivrance au niveau cellulaire.

Parallelement, nous avons mené une investigation approfondie pour évaluer les effets
biologiques de ces formulations sur divers aspects des propriétés antidiabétiques de la TQ, de
la Quer et de la Cur. Cela comprenait I’étude de leur capacité a protéger et régénérer les cellules
B pancréatiques endommaggées, a réduire le stress oxydatif, et & moduler des marqueurs clés de
la signalisation cellulaire tels que NFxB et SIRT2. Ce travail s'inscrivait dans une démarche
visant a offrir une approche thérapeutique plus ciblée, moins invasive, et potentiellement
transposable pour la gestion du diabete de type 1. En intégrant des techniques d'encapsulation
et d'études insilico, cette recherche a également permis d'explorer les mécanismes moléculaires
sous-jacents a l'interaction entre ces composés naturels et les polymeres utilisés, tout en ouvrant

la voie a des perspectives d'application clinique élargies.
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1 Diabete

1.1 Définition et classification

Le diabete est un groupe de troubles métaboliques multifactoriels complexes
principalement caractérisés par I'hyperglycémie résultant de défauts dans 1'action de I'insuline
et/ou dans la sécrétion de l'insuline [3]. Le développement du diabéte implique généralement
de nombreux processus pathogénes qui peuvent aller de la destruction auto-immune spécifique
des cellules B pancréatiques, responsables de la sécrétion de l'insuline, caractérisée
histologiquement par l'inflammation des cellules des 1lots [34], et par conséquent des anomalies
entrainant une résistance a l'insuline. L'¢1évation de la glycémie plasmatique est associée a des
complications chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, les maladies rénales, la
neuropathie périphérique avec un risque d'ulceres du pied et de cécité [3]. De plus, le diabete
sucré représente actuellement un fardeau de santé publique croissant pour l'individu, la famille

et la société, et ses taux dans le monde ont atteint des proportions alarmantes [35].

Actuellement, le diabéte est classé en plusieurs sous-types en fonction de 1'étiologie de
la maladie (Tableau 1). Ces sous-types incluent le diabete de type 1 (DT1), d a la destruction
auto-immune des cellules 3 du pancréas, ce qui conduit généralement a une carence absolue en
insuline. Le DT2 résulte d'une perte progressive de la sécrétion d'insuline par les cellules B,
souvent di a une résistance a l'insuline. Le diabéte gestationnel est diagnostiqué au cours du
deuxieme ou troisiéme trimestre de la grossesse alors qu’il n'était pas clairement présent avant
la gestation [3]. Il existe également des types spécifiques de diabéte liés a d'autres causes, tels
que les syndromes de diabéte monogénique (comme le diabéte néonatal et le diabéte de la
maturité du jeune), les maladies du pancréas exocrine (comme la fibrose kystique et la
pancréatite), et le diabete induit par des médicaments ou des produits chimiques (comme avec
l'utilisation de glucocorticoides, dans le traitement du VIH/SIDA, ou apres une transplantation
d’organe). Cette classification permet de subdiviser I'hyperglycémie en différentes catégories :
celle qui nécessitent de 1'insuline pour survivre, celle nécessitant de 1'insuline pour le contrdle
métabolique (et non pour la survie), et celle ne nécessitant pas d'insuline et utilisant plutot des

méthodes de traitement non pharmacologiques ou des médicaments autres que 'insuline [3, 36].
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Tableau 1 : Classification étiologique du diabete sucré selon la déclaration de positionde I'

Association Américaine de Diabete (ADA)[3]

Types du diabéte

Explications

Diabete de type 1

Diabéte de type 2

Diabete gestationnel

Autres types spécifiques

Destruction des cellules B, généralement associée a une carence
absolue en insuline.

¢ Diabete a médiation immunitaire (Type 1A)

e Diabéte idiopathique (Type 1B)
Résistance a I'insuline avec une carence relative en insuline et/ou
un défaut de sécrétion d'insuline associé a une résistance a
l'insuline
Se développe pendant la grossesse, généralement en raison de
l'insulinorésistance induite par les hormones produites par le
placenta.
Disparait généralement aprés l'accouchement, avec un risque
accru de développer un diabéte de type 2 plus tard.

e Maladies du pancréas exocrine (Pancréatite)

¢ Endocrinopathies (Syndrome de Cushing, hyperthyroidie)

e Anomalies génétiques affectant la fonction des cellules 3

e Anomalies génétiques dans I'action de 1'insuline

e Diabéte induit par des médicaments ou des produits

chimiques (Glucocorticoides, hormone thyroidienne)
e Infections (Rubéole congénitale)
e Formes rares de diabéte a médiation immunitaire
(anticorps contre les récepteurs de 1'insuline)
e Autres syndromes génétiques associés au diabéte (par

exemple, syndrome de Turner)

1.2 Physiopathologie du diabéte type 1

La carence en insuline dans le DT1 peut étre attribuée a des dommages des cellules 3

au sein du pancréas, entrainant une auto-immunité chez les individus génétiquement

prédisposés [34]. Les cellules B agissent comme des régulateurs automatiques de la glycémie,

controlant la libération d'insuline pour maintenir des niveaux physiologiques de glucose [37].
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La production d'anticorps dirigés contre les cellules des 1lots pancréatiques est un marqueur de
l'apparition d'une maladie auto-immune, activée par des lymphocytes T auto-réactifs. Ces
lymphocytes T, capables de détruire les cellules B, entrainent progressivement une perte de leur

fonction de sécrétion d'insuline [38].

Le développement du DT1 est un processus multifactoriel, impliquant une interaction
complexe entre la génétique et des facteurs environnementaux [39, 40]. Les génes du systéme
HLA (antigene leucocytaire humain) sont fortement associés a la maladie, mais le DT1 ne suit
pas un schéma simple d'hérédité, ce qui le classe comme une maladie multigénétique [41]. En
plus de cette prédisposition génétique, des facteurs environnementaux comme la carence en
vitamine D, une alimentation infantile sans allaitement maternel, ou 1'exposition précoce aux

protéines du lait de vache et au gluten, augmentent le risque de développer le DT1 [42, 43].

L’apparition du diabéte clinique survient généralement apres la destruction de 80 a 90
% des cellules B (Figure 1), créant un écart important entre le début de 1'auto-immunité et
l'apparition des symptomes visibles du diabéete [44]. Environ 40 a 50 % des cellules P restent
viables au début de I'hyperglycémie, expliquant pourquoi la sécrétion d'insuline peut demeurer
stable pendant un certain temps malgré la présence d'autoanticorps [45]. Ces autoanticorps
incluent les IAA (anticorps dirigés contre l'insuline), les ICA (anticorps cytoplasmiques des

ilots), ainsi que les GADA (anticorps contre la décarboxylase de 1'acide glutamique) [46].

éponse auto-immun

Auto-Ac anti
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ilots de LR NE N > ilots de LERRENE > flotsde ‘
Langherans Langherans "+ Langherans
it 1L Il
AN A vy
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Asymptomatique : phase de pré-diabéte Sympto
b (dure en moyenne 5-10ans) | diabitedet

Figure 1 : Physiopthologie du diabéte de Type 1 : phase pré-diabéte a symptomatique [47].
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Le processus auto-immun qui détruit les cellules B commence par 1'activation des
lymphocytes T CD4 et CD8, entrainant une inflammation appeléeinsulite, qui active les cellules
B et la production d'autoanticorps. Ces autoanticorps incluent I'l A-2 (anticorps contre la tyrosine
phosphatase 2) [48] et le transporteur de zinc ZnT8 [49]. Les cellules B endommagées activent
¢galement les cellules T, qui produisent des autoanticorps spécifiques des ilots, détectables dans
le sérum et utiles pour le diagnostic en combinaison avec d'autres symptomes [39]. Les
symptomes classiques incluent la polyurie, la polydipsie et la polyphagie, bien que cette

derni¢re puisse €tre absente en raison de la cétose qui provoque une anorexie.

Parmi les facteurs environnementaux déclencheurs, les infections virales comme
'entérovirus ou le rotavirus, ainsi que les perturbations du microbiote intestinal, sont é¢galement
associées a 1'augmentation de I'incidence du DT1 [40, 50]. L'hypothese de I'hygiene suggere
méme que l'exposition a des infections dans la petite enfance pourrait protéger contre le

développement du DT1 plus tard dans la vie [51].

Apres le diagnostic et I'initiation du traitement par insuline, certains patients traversent
une période de rémission partielle appelée « lune de miel », durant laquelle les besoins en
insuline diminuent temporairement. Cette phase, qui survient souvent dans la premicre année
suivant le diagnostic, a été observée chez 18 a 62 % des patients [42, 50]. Elle est plus fréquente
chez les personnes plus agées ou ayant présenté des symptomes initiaux moins séveres, mais
elle reste temporaire, se terminant par une augmentation progressive des besoins en insuline

injectée [52].
1.3 Traitement actuel du diabéte type 1

Insuline exogéne : Lors du diagnostic initial du DTI1, les patients ne présentent
généralement pas de perte de sensibilité a I'insuline et répondent bien a 1'insuline exogene. Les
traitements standards du DT1 reposent aujourd'hui sur un équilibre précis entre différentes
injections d'insuline qui varient en fonction de leur durée d'action, de leur pic d'efficacitéet de
leur d¢lai d'apparition [53]. Par exemple, les niveaux de glucose sanguin basaux peuvent étre
contrdlés par une insuline a action intermédiaire ou lente, tandis que les fluctuations rapides
(comme aprés un repas) nécessitent une insuline a action rapide. Réguler correctement la
glycémie est essentiel mais peut s'avérer difficile. L'une des principales difficultés dans le
controle glycémique des patients diabétiques réside dans la nature hautement dynamique des

niveaux de glucose sanguin, influencée par divers facteurs tels que la composition des aliments,
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l'exercice physique, le sommeil, le stress, les maladies, I'heure de la journée, la consommation

de caf€ine et les hormones [54].

A Diabétique

Niveau
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sang /\/__\/\

ya
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.“w\— M\.—————th

12am 3 6 9 12pm 3 6 9 12am

Figure 2 : Mesure continue de la glycémie chez les individus atteints de DT1 comparée a celle
des individus non diabétiques. (A) Courbe représentative des niveaux glycémiques pendant 24h
chez un patient avec DT1 ; (B) Niveaux glycémiques durant 24 heures chez un individu non

diabétique [54].

La Figure 2-A illustre des mesures continues durant 24h de la glycémie d'un patient
diabétique avec un controdle glycémique relativement bon. Ces mesures different nettement de
celles enregistrées chez un patient non diabétique (Figure 2-B). Méme si le patient diabétique
présentait une glycémie moyenne proche de lanormale (1,52 mg/dL), il existait des fluctuations
importantes. La glycémie n'était dans la plage normale que moins de 50 % du temps malgré les
injections d'insuline [54]. Il a été rapporté que les niveaux moyens de glucose dans le sang des
patients atteints de DT1 sont deux fois plus élevés que ceux des individus non diabétiques [55-
58]. L'hyperglycémie chronique et les fluctuations rapides de la glycémie contribuent a la fois

aux complications a long terme chez les individus atteints de diabete [59].
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D'autre part, une quantité excessive d'insuline peut entrainer une hypoglycémie, ce qui
peut provoquer une perte de conscience et méme entrainer la mort en quelques minutes. Les
patients atteints de DT1 développent souvent une peur accrue des épisodes d'hypoglycémie et
cette crainte est considérée comme l'un des principaux obstacles a 1'obtention d'un contréle

glycémique optimal chez les patients sous injections d'insuline [60, 61].

Transplantation du pancréas/ilots : Malgré les nombreuses avancées récentes dans les
traitements médicaux, aucun dispositifn'a pu reproduire parfaitement les actions d'un pancréas
sain. Les cellules B pancréatiques restent largement supérieures en termes de régulation des
niveaux de glucose sanguin grace a la production et a la sécrétion d'insuline. En conséquence,
l'idée de la thérapie cellulaire est devenue une option de traitement de plus en plus favorable.
La thérapie cellulaire consiste a utiliser des cellules vivantes comme source a long terme d'un
produit thérapeutique régulé. La forme la plus élémentaire de thérapie cellulaire disponible
aujourd'hui pour le traitement du diabéte est la transplantation d'ilots pancréatiques.
L'implantation de cellules B fonctionnelles fournit une source précise de sécrétion d'insuline.
Bien que les transplantations de pancréas entier et d'ilots soient pratiquées en clinique, chaque
méthode présente différents degrés de succes. Les transplantations de pancréas entier sont
presque toujours effectuées en conjonction avec des transplantations rénales, car ces procédures
sont chirurgicalement lourdes, comportent un risque élevé de complications et nécessitent une

immunosuppressiona vie [62-64].

Des avancées significatives dans la transplantation d'flots ont été réalisées lorsque
Ricordi et ses collaborateurs (Figure 3) ont inventé une méthode permettant d'isoler
efficacement les 1lots pancréatiques du reste du pancréas [65], ainsi qu'avec le développement
du protocole d'Edmonton (une méthode d'implantation d'lots), qui a permis a 100 % des
patients de devenir indépendants de 1'insuline un an apres la transplantation [66]. Cependant,
un suivi durant cinq année apres la transplantation a montré que seulement 10 % des patients
restaient indépendants de 1'insuline [67]. En outre, il y a une perte considérable de masse d'ilots
lors de la transplantation. Pour compenser cette perte, le protocole d'Edmonton nécessitait la

transplantation d'ilots provenant d'au moins deux donneurs de pancréas par patient [68].

10
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Figure 3 : Transplantation des ilots, d’apres I’ Institut de Recherche sur le Diabéte, Université
de Miami, Robert Margulies.

Un autre obstacle majeur a 'utilisation généralisée de la transplantation tissulaire pour le
traitement du DT1 est la nécessité d'une immunosuppression pour prévenir le rejet du tissu
transplanté par le systéme immunitaire du patient. Chez les patients pédiatriques en particulier,
les risques liés a une immunosuppression a vie sont trop importants pour que ce traitement soit
recommandé sur le plan médical, sauf dans des cas extrémes [69]. Malgré certains succes
initiaux, la transplantation d'ilots demeure largement expérimentale, et davantage de recherches
sont nécessaires avant qu'elle puisse étre considérée comme un remede efficace pour les patients

atteints de DTT.
1.4 Modele du diabéte expérimental STZ/NIT-1
14.1 Les étapes prédiabéte

Les étapes prédiabete correspondent a la période précédant l'entrée du systeme
immunitaire dans la pathogenése du DT1. Pendant cette phase, des événements auto-immuns
se produisent, tels que l'infiltration des ilots de Langerhans par les cellules immunitaires et la
libération d'auto-antigenes [ 70]. Ces événements contribuent a la destruction des cellules B et a
une diminution de la sécrétion d'insuline, marquant ainsi le début du diabete [71]. Au cours de
cette période cruciale, les cellules immunitaires, en réaction a des facteurs environnementaux
et génétiques, pénetrent avidement dans les ilots de Langerhans [72]. Une véritable armée de
cellules immunitaires s'infiltre dans ces ilots, libérant des substances qui modulent 1'expression

11
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génétique des cellules B[73]. Cela entraine une cascade de réactions inflammatoires, précipitant
la détérioration rapide des cellules B [74]. Outre l'infiltration des ilots de Langerhans par les
cellules immunitaires, la production accrue d'auto-antigenes joue €galement un role cl¢ dans la
pathogenese du DT1 [75]. Les cellules B sont bombardées par des auto-antigenes produits par
le propre organisme, entrainant une réponse auto-immune vigoureuse [76]. Cela active encore
davantage le processus de destruction des cellules B, conduisant a une diminution progressive
de la sécrétion d'insuline [ 77]. Tout au long de cette phase pré-diabétique, les signes précurseurs
du DT1 commencent a apparaitre. Les personnes peuvent ressentir une fatigue constante, une
soif excessive, une augmentation de la miction et une perte de poids inexpliquée [78]. Ces
symptomes sont des indicateurs clairs de la détérioration de la fonction des cellules B et du
dysfonctionnement du systéme de régulation de la glycémie [79]. En résumé, les étapes
prédiabéte jouent un role crucial dans la cascade de destruction des cellules § et dans le
développement ultérieur du DT1. La phase pré-diabétique est caractérisée par l'infiltration
immunitaire des ilots de Langerhans [80], la libération d'auto-antigénes et la diminution de la
sécrétion d'insuline [81]. Il est essentiel de reconnaitre et de surveiller ces étapes pour permettre
un dépistage précoce et une intervention préventive afin de ralentir la progression de la maladie

et d'améliorer la qualité de vie des patients atteints de DT1 [82].
1.4.2 Mécanismes physiopathologiques sous-jacents

Les mécanismes physiopathologiques sous-jacents aux étapes prédiabéte impliquent
une interaction complexe et multifactorielle entre des facteurs génétiques héréditaires,
environnementaux et immunologiques [83]. Ces mécanismes, essentiels pour comprendre le
développement de cette maladie chronique, comprennent la perte progressive de la tolérance
immunitaire [84], I'activation aberrante des lymphocytes T [84] et la production déséquilibrée
d'auto-anticorps dirigés spécifiquement contre les cellules B du pancréas, responsables de la
production d'insuline [85]. De plus, l'inflammation chronique persistante ainsi que le stress
oxydatif, résultant d'un déséquilibre entre la production de radicaux libres et le systéme
antioxydant du corps, jouent un réle déterminant dans le processus pathologique de destruction
graduelle et irréversible des cellules B [86], conduisant inexorablement au DT1 [87].
Comprendre ces mécanismes en profondeur est crucial pour le développement de nouvelles
stratégies thérapeutiques visant a ralentir, voire prévenir, I'apparition du DT1 et a améliorer

ainsi la qualité de vie des personnes prédisposées a cette maladie.
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143 Biomarqueurs et diagnostics pré-diabétiques

Les biomarqueurs et diagnostics pré-diabétiques sont d'une importance capitale car ils
permettent de repérer les individus ayant un risque élevé de développer un DT1 [88]. Les auto-
anticorps ciblant des antigeénes spécifiques des cellules B, tels que la glutamate décarboxylase
et I’anticorps anti-tyrosine phosphatase (IA-2), jouent un role clé en tant que biomarqueurs
permettant de prédire l'apparition du diabéte. En outre, il est possible d'évaluer la fonction des
cellules B en mesurant la glycémie a jeun et en effectuant une stimulation au glucose, ce qui
permet un diagnostic précoce du DT1 [89]. Ce sont des méthodes particuliérement efficaces
pour identifier les personnes a risque et mettre en place des mesures préventives et de traitement
approprié afin de réduire les complications liées a cette maladie chronique [90]. 11 est donc
primordial de promouvoir la recherche et le développement de nouveaux biomarqueurs et
diagnostics pré-diabétiques afin de lutter efficacement contre le DT1 et d'améliorer la prise en

charge des patients dans le futur [91].
1.4.4 Les cellules B et leurs fonctionnements

Les cellules B du pancréas endocrine sont responsables de la production et de la
libération d'insuline. Leur fonctionnement normal implique la détection des variations de
glucose dans le sang et la sécrétion d'insuline en conséquence [92]. Lorsque le glucose
augmente apres un repas, les cellules B libérent de 1'insuline pour aider les cellules a absorber

le glucose, maintenant ainsi I'équilibre glycémique [93].

Le role majeur et extrémement importantdes cellules f dans le diabéte ne peut étre sous-
estimé, car c'est précisément le dysfonctionnement de ces cellules qui meéne inexorablement au
développement du DT1 [87]. Dans cette redoutable affection, le systéme immunitaire se
retourne contre lui-méme, attaquant impitoyablement les cellules B qui sont alors condamnées
a une destruction systématique. En conséquence, la sécrétion d'insuline, cette précieuse
hormone vitale, se trouve irrémédiablement diminuée [77]. Privés de l'apport nécessaire en
insuline, les niveaux de glucose sanguin atteignent des sommets alarmants, provoquant ainsi
une hyperglycémie caractéristique et dévastatrice du diabete. Cette condition exige une
vigilance constante et une prise en charge méticuleuse pour maintenir un équilibre glycémique

stable et préserver la santé a long terme [94].

Le dysfonctionnement des cellules B dans le DT1 peut résulter de divers facteurs,

notamment la susceptibilité génétique, des facteurs environnementaux et des interactions
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complexes [87]. Les cellules B endommagées ou détruites ne peuvent pas remplir leur role
fondamental dans larégulation de la glycémie, ce qui entraine une dérégulation du métabolisme
du glucose et la survenue de symptdmes de diabete. Cela signifie que le corps n'est plus en
mesure de maintenir un niveau normal de sucre dans le sang, ce qui peut entrainer une
hyperglycémie chronique [95]. Cette condition peut avoir un impact majeur sur la santé globale
et le bien-étre du patient, entrainant des complications associées telles que la neuropathie
diabétique, les maladies cardiovasculaires et rénales, ainsi que des problémes de vue [96]. Il est
donc essentiel de comprendre et de traiter le dysfonctionnement des cellules f de manicre

efficace pour garantir une gestion appropriée du DT1.
14.5 Les différents modéles du diabéte type 1

Les modeles expérimentaux du diabéte ont une grande importance dans la
compréhension de la maladie et dans le développement de nouveaux traitements. Grace a ces
modeles, il est possible d'étudier les mécanismes physiopathologiques sous-jacents, de tester
I'efficacité de nouveaux médicaments et d'explorer des approches thérapeutiques novatrices.
Les informations obtenues a partir de ces modeles expérimentaux contribuent de manicre

significative a la recherche et a la compréhension du diabéte [97].

Le modele NOD (Non-Obese Diabetic), développé pour I'étude du DT1 en raison de sa
similarité frappante avec la maladie chez I'homme, est un outil hautement apprécié¢ dans la
recherche médicale. Doté de caractéristiques spécifiques de 1'auto-immunité et d'une
destruction des cellules B du pancréas, ce modele est d'une importance capitale pour une
compréhension approfondie de 1a pathogenése de la maladie [98]. Cependant, il est essentiel de
souligner que la manipulation et 1'entretien de ce modeéle nécessitent une expertise et des
conditions spécifiques pour garantir des résultats fiables et reproductibles. La précision des
résultats obtenus dépend de la rigueur avec laquelle le modele est maintenu et manipulé, ainsi
que de la prise en compte de facteurs tels que 1'alimentation, les soins et 1'environnement. Pour
ce faire, il est nécessaire de respecter des protocoles stricts, de mettre en place des installations
spécialisées et de veiller a ce que les procédures soient effectuées par du personnel qualifié. Ces
précautions sont essentielles pour minimiser les sources d'erreurs et d'incohérences

expérimentales, et pour garantir la validité et la fiabilité des résultats obtenus [99].

Les lignées cellulaires offrent des modéles alternatifs précieux pour I'étude du diabéte,
permettant la manipulation expérimentale et la reproduction des conditions in vitro. Elles sont

facilement accessibles et permettent des ¢tudes a haut débit, offrant une flexibilité et une
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reproductibilité des expériences [99]. De plus, ces modéles cellulaires évitent les problémes
éthiques liés a l'utilisation d'animaux. Cependant, ils présentent des limitations telles que le
manque de contexte tissulaire, la difficulté a reproduire fidelement l'environnement in vivo et

la complexité des interactions cellulaires dans un organisme complet [100].
1.4.6 Le modéle de diabete utilisantla STZ et la lignée de cellules NIT-1

Le mod¢le de diabéte utilisant la STZ et la lignée de cellules NIT-1 démontré dans la
Figure 4 est largement reconnu et utilisé¢ dans le domaine de la recherche sur le diabéte, en
raison de leur capacité a induire une hyperglycémie et a imiter les caractéristiques
physiopathologiques du DT1. Ces modé¢les facilitent la recherche sur les mécanismes sous-
jacents du diabéte et permettent d’évaluer les thérapies potentielles, ce qui les rend inestimables

dans ce domaine de la recherche biomédicale.
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Figure 4 : A) Modéle STZ/NIT1 du diabéte type 1[101] modifié. B) Mode d’actionde la STZ
[102] modifié.
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Le mécanisme principal de la STZ réside dans sa capacité a détruire sélectivement les
cellules B du pancréas. Cette destruction entraine un déficit en insuline, ce qui provoque une
hyperglycémie, ressemblant fortement a celle observée dans le DT1 humain [103]. En outre,
I’hyperglycémie chronique induite par la STZ persiste méme apres 1’¢limination de la substance
du corps, ce qui permet d'étudier la glucotoxicité et ses effets a long terme sur 1’organisme

[104].

L’un des avantages majeurs des modeles a base de STZ est leur taux d’induction élevé.

Des protocoles modifiés pour I'administration de STZ ont montré un taux de réussite atteignant
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jusqu’a 94,28 % dans 1’induction du diabéte chez la souris, ce qui améliore considérablement
la fiabilité des expériences [105]. De plus, la STZ est polyvalente et peut étre utilisée sur
diverses souches de rongeurs, avec des protocoles spécifiques permettant de minimiser la

mortalité et le stress des animaux [106].

Les modéles induits par la STZ sont essentiels pour le dépistage de nouveaux traitements
contre le diabéte et pour une meilleure compréhension des mécanismes de la maladie [103].
Cependant, des modifications récentes visent a réduire la souffrance des animaux lors de
I’induction du diabéte, conformément aux normes éthiques en vigueur dans la recherche

scientifique [106].

Bien que les modeles STZ et NIT-1 soient trés efficaces, certains chercheurs soulignent
qu'ils ne reproduisent peut-étre pas entiérement la complexité du diabéte humain, notamment
en ce qui concerne les facteurs métaboliques et environnementaux qui influencent la
progression de la maladie. Cela met en lumicre la nécessité de disposer de modéles
complémentaires, plus fidéles a la diversité biologique humaine, pour enrichir la recherche sur

le diabete et améliorer les approches thérapeutiques.

2 Composés naturels et leur role dans le diabéte typel
2.1 Thymoquinone (TQ)
2.1.1 Structures et propriétés

La composition chimique des graines de Nigella sativa est riche et divers composants
chimiques actifs en ont été isolés. Les graines contiennent une huile fixe (>30% en poids) et
une huile volatile (0,40-0,45%) dont les principes actifs incluent 1a TQ, la thymohydroquinone,
la dithymoquinone (nigellone), le thymol, le carvacrol, lanigellicine, la nigellidine et I'-hedrine.

Néanmoins, la plupart des actions connues ont été attribuéesa la TQ [107].
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Figure 5 A) La fleur de la Nigella sativa. B) Ses graines. C) Structure chimique de la TQ

La TQ est le composant le plus bioactif des graines et de 1'huile volatile (18,4—24%)

[108]. Elle a été extraite pour la premicre fois par El-Dakhakhny [109]. L'illustration de la fleur

NS, des graines et de la structure chimique de la TQ sont présentées dans la Figure 5, et les

propriétés chimique les plus importante de 1a TQ sont résumées dans le Tableau 2.

Tableau 2 : Propriétés chimiques de la TQ (PubChem)

Nom systématique/IUPAC

2-Isopropyl-5-méthylbenzo-1,4-quinone

Formule moléculaire

CIOHIZOZ

Masse molaire

164,20 g/mol

Apparence Cristallin et jaune foncé
Numéro CAS 490-91-5
CID PubChem 10281

La TQ existe sous différentes formes tautomeéres, incluant la forme énol, la forme céto

et des mélanges. La forme céto représente la fraction majeure (~90%) et est responsable des
propriétés pharmacologiques de ce composé [110]. La TQ est une molécule hydrophobe, ce qui
rend sa solubilité difficile, pouvant affecter sa biodisponibilité et entrainer des limitations dans
la formulation des médicaments. C’est pourquoi des tentatives récentes ont visé a synthétiser

des analogues de la TQ avec une biodisponibilité et une activité¢ améliorée. [111].
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2.1.2 Potentiel thérapeutique et toxicité

La TQ est reconnue pour ses multiples effets bénéfiques, notamment ses activités
antioxydantes, anti-inflammatoires et immunomodulatrices. En tant que puissant antioxydant,
elle neutralise les espéces réactives de 1'oxygeéne (ROS), protégeant ainsi les biomolécules
contre les dommages oxydatifs [112, 113]. La TQ améliore ¢galement I'expression d'enzymes
antioxydantes comme la glutathion-S-transférase (GST), la superoxyde dismutase (SOD) et la
catalase (CAT), renforcant les défenses cellulaires contre le stress oxydatif [114]. Ses effets
anti-inflammatoires se manifestent par 1'inhibition de la production de prostaglandines et de
leucotriénes, ainsi que la réduction de cytokines pro-inflammatoires telles que I'IL-1, I'IL-6 et
le TNF-a [115, 116]. En modulant I'activité de NF-«B et en inhibant I'expression de la COX-2
et de I'INOS, la TQ atténue les réponses inflammatoires et auto-immunes [117, 118]. De plus,
la TQ présente des propriétés protectrices contre la toxicité induite par des agents tels que le
cisplatine et 1'acétaminophene [119-121] et elle a montré une efficacité dans des modeles de

maladies telles que 1'asthme allergique et la polyarthrite rhumatoide [10, 122].

La TQ joue également un rdle crucial dans la modulation de la réponse inflammatoire
en régulant la production de cytokines et ses effets anticancéreux sont particuli¢rement
remarquables [ 123]. Elle exerce une activité anti-proliférative et induit I'apoptose via plusieurs
mécanismes, tout en augmentant 1'efficacité des traitements chimiothérapeutiques comme la
doxorubicine [124-126]. En ce qui concerne ses activités antimicrobiennes, la TQ a démontré
une efficacité significative contre diverses souches bactériennes y compris Escherichia coli et
Staphylococcus aureus en inhibant la formation de biofilm [127, 128]. De plus, elle a des
propriétés protectrices contre des infections parasitaires et antifongiques contre des

champignons pathogénes tels que Candida albicans [129-131].

Sur le plan hépatoprotecteur, la TQ neutralise les effets néfastes de divers agents
toxiques sur le foie, comme le tétrachlorure de carbone (CCl4) [132, 133]. Elle a également
montré une efficacité contre des hépatotoxines comme la cyperméthrine en améliorant les
parametres hépatiques [134, 135]. Par ailleurs, la TQ présente des effets hypoglycémiques et
anti-diabétiques significatifs en améliorant les niveaux de glucose chez des mod¢les de diabéte
induit par la STZ [136]. Elle a ¢galement démontré des effets bénéfiques sur les complications
liées au diabete, notamment 1’amélioration de la fonction rénale et la protection des cellules

des dommages oxydatifs [137, 138].
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Ces propriétés conferent a la TQ un potentiel thérapeutique prometteur dans la
protection contre les dommages oxydatifs, les complications inflammatoires, les maladies auto-
immunes et les troubles métaboliques, tout en nécessitant des recherches supplémentaires pour
mieux comprendre ses mécanismes d'action [139, 140]. Le manque de biodisponibilité, les
parametres pharmacocinétiques et les problémes de formulation ont retardé I'utilisation de la
TQ en phase clinique. Par conséquent, des recherches supplémentaires sont nécessaires pour
mieux comprendre les propriétés pharmacologiques de la TQ en vue dun développement

clinique futur [1].

Des études in vitro et in vivo sur latoxicité de la TQ ont montré divers effets indésirables,
soulignant la nécessité de recherches approfondies pour établir un profil toxicologique complet
avant d'envisager son usage thérapeutique. Les tests de toxicité aigué€, qui évalue les effets
néfastes apres une exposition unique ou de courte durée, indiquent que la TQ administrée par
voie orale et intrapéritonéale présente des doses 1étales variables en fonction de 1'espéce et de
la méthode d’administration, tandis qu'une dose plus faible a été considérée comme sans effet
nocif dans les études de toxicité subaigué. De plus, une certaine concentration de TQ dans I'eau
potable n'a montré aucune toxicité, mais des doses plus élevées peuvent perturber le
développement embryonnaire chez le rat [141]. En termes de génotoxicité, la TQ a forte dose
augmente les aberrations chromosomiques et les dommages a I’ADN dans le foie et les reins.
Bien que la plupart des études soient concordantes, celles de Badary et al. (1999). différent
quant a la toxicité aigué et chronique de la TQ sans explication [ 142]. Les chercheurs concluent
que la TQ peut induire des effets oxydatifs, diminuer le GSH cellulaire, augmenter les niveaux
de MDA et I’activité de la CAT, activer p53, et réduire les niveaux de Bcl-2, de manicre

dépendante de la dose et de la durée [143, 144].
2.2 Quercétine (Quer)
2.2.1 Structures et propriétés

La structure moléculaire de 1a Quer est composée de deux noyaux aromatiques, associés
a un groupe carbonyle en position 4 cétonique et a un groupe hydroxyle en positions 3, 5, 7 et
3'. Ces noyaux aromatiques sont reli¢s par un radical éthane. La présence de plusieurs groupes
hydroxyles confére a la molécule de Quer des propriétés antioxydantes. La structure spatiale de
la molécule est également importante pour ses interactions avec d'autres molécules dans les

réactions chimiques et biologiques [ 145].
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La formule chimique de la Quer est C;sH;0O7 et son poids moléculaire est d'environ
302,24 g/mol. Cette formule montre la composition ¢lémentaire de la molécule, indiquant la
présence de 15 atomes de carbone, 10 atomes d'hydrogene et 7 atomes d'oxygene (Figure 6).
Le poids moléculaire est utile pour calculer les concentrations de solutions de Quer et pour
comprendre son comportement lors de réactions chimiques. Ces caractéristiques sont
essentielles pour une compréhension approfondie de la Quer en tant que composé chimique

[146].
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Figure 6 A) Sources de la Quer, B) structure chimique de la Quer.

Tableau 3 : Propriétés chimiques de la Quer (PubChem)

Nom systématique/TUPAC

3,3',4',5,7-Pentahydroxyflavone

Formule moléculaire

C15H1007

Masse molaire

302,24 g/mol

Apparence Cristallin et jaune pale a jaune foncé
Numéro CAS 117-39-5
CID PubChem 5280343

La Quer montre une réactivité chimique intéressante en raison de ses multiples
groupements fonctionnels. Elle subit des réactions d'oxydation et de réduction qui modifient sa
structure moléculaire. De plus, elle peut subir des réactions d'estérification [147] et de
glycosylation, conduisant a la formation de dérivés estérifiés et glycosylés de la Quer, qui
peuvent présenter des propriétés physiques et chimiques différentes de la molécule d'origine
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[148]. Elle peut subir des réactions d'oxydation, telles que 1'addition d'oxygéne ou la perte
d'hydrogene, menant a la formation de différents produits oxydés. Inversement, elle peut
¢galement étre réduite par gain d'hydrogeéne ou perte d'oxygene. Ces réactions d'oxydation et
de réduction peuvent avoir des implications importantes sur les activités biologiques de la Quer,

ainsi que sur sa stabilité et son potentiel d'utilisation dans divers domaines [149].
2.2.2 Propriétés pharmacologiques et toxicité

La Quer est un puissant antioxydant naturel présent dans de nombreuses plantes. Ses
propriétés antioxydantes neutralisent les radicaux libres et protégent les cellules contre les
dommages oxydatifs, contribuant ainsi a la prévention de maladies comme les maladies
cardiovasculaires et le diabete [150-152]. En effet, la Quer montre un potentiel thérapeutique
pour le DT2, en améliorant l'utilisation du glucose dans les tissus périphériques et en
augmentant la sensibilité a l'insuline, ce qui aide a réguler les niveaux de glucose sanguin. Elle
agit également en inhibant 1'absorption intestinale du glucose, contribuant ainsi au contrdle

glycémique chez les personnes atteintes de diabete [153, 154].

En plus de ses effets antioxydants, la Quer posséde des propriétés antimicrobiennes. Elle
montre une activité antibactérienne en inhibant la croissance de pathogénes tels que E. coli et
Staphylococcus aureus. Elle réduit également la formation de biofilms bactériens, une

caractéristique clé pour lutter contre les infections résistantes [155-157].

Sur le plan antitumoral, la Quer favorise I’apoptose dans diverses cellules cancéreuses,
bloquant ainsi leur prolifération. Ce mécanisme repose sur I’inhibition de voies de signalisation
critiques, comme PI3K/AKT/mTOR impliquées dans la survie des cellules cancéreuses [ 158-
160]. Elle démontre é¢galement une forte activité anti-inflammatoire et immunomodulatrice en
régulant la production de cytokines pro-inflammatoires et en inhibant des enzymes comme les
cyclooxygénases (COX) et les lipoxygénases (LOX), ce qui en faitun agent prometteur dans le

traitement des allergies et des maladies inflammatoires [161-163].

La Quer est également bénéfique pour la santé cardiovasculaire. Elle réduit la pression
artérielle, diminue 1'oxydation des LDL et renforce la fonction endothéliale, contribuant ainsi a
la prévention de 1’athérosclérose et d’autres maladies cardiovasculaires [164, 165]. En outre,
ses propriétés antioxydantes la rendent efficace pour atténuer la toxicité des mycotoxines,

comme |'aflatoxine B1, en protégeant les cellules du stress oxydatifet de 1’apoptose [166, 167].
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La Quer posseéde une action préventive contre 1’obésité et le systéme nerveux. Elle
présente également des effets positifs sur la mémoire et protége contre les dommages causés
par des métaux lourds tels que le plomb et le mercure [153, 154, 168]. En raison de ses multiples
propriétés, la Quer est donc considérée comme un composé aux vastes applications

thérapeutiques, avec un potentiel croissant pour des applications cliniques et préventives.

Bien que la Quer présente de nombreux bienfaits thérapeutiques, elle peut également
induire des effets toxiques a des concentrations élevées ou en cas d’exposition prolongée. En
particulier, des études in vitro ont révélé que la Quer peut exercer des effets génotoxiques en
perturbant les voies de signalisation cellulaire et en augmentant la production de radicaux libres
lorsque son métabolisme n’est pas optimal [169, 170]. Elle peut aussi causer des dommages
cellulaires et potentiellement affecter I'ADN, ce qui souligne la nécessité de poursuivre les
recherches sur ses mécanismes d'action et ses effets secondaires potentiels avant de la

recommander en usage clinique a fortes doses [171].
2.3 Curcumine (Cur)
2.3.1 Structures et propriétés

La Cur est une molécule organique de la famille des curcuminoides composée de deux
groupes méthoxyphénol reliés a un résidu beta-dicétonique (Figure 7). Sa formule moléculaire
est C21H200s, avec une masse molaire de 368,38 g/mol. La structure de la Cur est basée sur un
cycle de résorcinol fusionné a un cycle de méthoxyphénol ce qui lui confére des propriétés

uniques et intéressantes [172].

La Cur est un pigment jaune vif qui présente une faible solubilité dans 1'eau mais soluble
dans les solvants organiques tels que 1'éthanol et I'acétone. La Cur a une structure cristalline,
elle a un point de fusion d'environ 183°C et une température de décomposition d'environ 220°C.
De plus, la Cur présente une absorption forte dans le spectre visible, ce qui lui confére sa couleur

distinctive [173].
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Figure 7 : A) le cumin et la Cur, B) structure chimique de la Cur.

La Cur réagit avec les acides pour former des sels et avec les bases pour donner des
composés alcalins. Cette réactivité est principalement due aux groupes fonctionnels présents
dans sa structure moléculaire, qui lui permettent de réagir avec différentes substances
chimiques. Elle présente aussi une réactivité avec les agents réducteurs et oxydants, ce qui lui
confere des propriétés antioxydantes. Elle agit comme un piégeur de radicaux libres et peut
réduire les composés oxydants. Cette réactivité est importante pour ses effets bénéfiques sur la

santé humaine [174].
2.3.2 Propriétés pharmacologiques et toxicité

La Cur, un composé liposoluble extrait de Curcuma longa L., est reconnue pour ses effets
antioxydants, anti-inflammatoires, antitumoraux et antiviraux. Son potentiel est exploré pour
traiter plusieurs maladies chroniques telles que les maladies cardiovasculaires, pulmonaires,
neurologiques et auto-immunes [175]. Bien que prometteuse, la Cur a une faible
biodisponibilité due a son absorption rapide et a son métabolisme ¢levé. Des stratégies telles
que l'utilisation de nanoparticules ou d'adjuvants comme la pipérine et la Quer, sont donc

¢tudiées pour en améliorer I’efficacité thérapeutique [176-178].

La Cur possede des propriétés antimicrobiennes documentées et peut agir contre des
bactéries gram-positives et gram-négatives telles que Staphylococcus aureus, Streptococcus

pneumoniae et Escherichia coli. Elle montre aussi une activité antivirale contre plusieurs virus,
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notamment le virus de I’hépatite, le virus respiratoire syncytial, le VIH et récemment contre les

coronavirus (SARS-CoV et COVID-19) [179-182].

En maticre d'effets anti-inflammatoires, la Cur inhibe des cytokines pro-inflammatoires,
comme l'interleukine-6 (IL-6) et le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-a), ce qui réduit les
symptomes inflammatoires dans des maladies telles que l'arthrite et les inflammations du

systéme respiratoire [183-185].

Elle présente également des effets cardioprotecteurs en réduisant la formation de thrombus,
notamment via 1'inhibition de la synthése de la thromboxane A2 (TXA2) et la régulation des
signaux calciques. Ces mécanismes contribuent a prévenir les risques d'athérosclérose et a
maintenir une pression artérielle saine, rendant ainsi la Cur prometteuse pour les traitements

cardiovasculaires [ 186, 187].

Dans le traitement des maladies métaboliques comme le DT2, la Cur montre des effets
hypoglycémiants. Elle abaisse la glycémie, réduit larésistance a l'insuline et inhibe les enzymes
digestives impliquées dans 1'absorption des glucides [188-190]. De plus, son effet antioxydant
est puissant, avec une capacité de piégeage des radicaux libres supérieure a celle de la vitamine
C et de la vitamine E. Elle stimule également la production de glutathion, un antioxydant
endogéne, ce qui aide a réduire les dommages oxydatifs, notamment dans des situations comme

les accidents vasculaires cérébraux et les infarctus [191-193].

Enfin, la Cur démontre des effets bénéfiques contre les maladies neurodégénératives,
comme la maladie d'Alzheimer, en inhibant I’accumulation des plaques béta-amyloides et la
phosphorylation anormale de la protéine tau, des marqueurs clés de cette pathologie. Ces effets
neuroprotecteurs sont essentiels pour ralentir la dégénérescence neuronale et prévenir la

progressionde la démence [194, 195].
3 Encapsulation et systémes de libération des principes actifs

Le développement des systémes d’encapsulation repose sur des principes fondamentaux
visant a protéger les substances actives et a controler leur libération. L’ encapsulation consiste a
enfermer les substances dans des matériaux de revétement pour créer des microcapsules. Ces
microcapsules peuvent étre utilisées dans divers domaines tels que 1'industrie pharmaceutique
[196], 'agroalimentaire [197] ou encore les cosmétiques, offrant une protection contre les

influences externes. Les principes de l'encapsulation s'articulent autour de la sélection des
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matériaux de revétement, des procédés de fabrication et du contrdle de la libération des

substances actives [198].

Les mécanismes d'encapsulation comprennent plusieurs méthodes telles que la
coacervation, I'émulsification [199], la précipitation [200] et la polymérisation [201]. Chaque
méthode offre des avantages spécifiques en termes de contrdle de la libération, de stabilité et

de compatibilité avec les substances encapsulées.

Les polymeres sont des macromolécules composées de nombreuses unités structurales
répétées. Ils jouent un role essentiel dans le développement des systémes d’encapsulation en
raison de leur capacité¢ a former des matrices solides et stables. De plus, les propriétés
spécifiques des polymeéres telles que leur perméabilité, leur biodégradabilité et leur
compatibilité avec différents matériaux en font des composants clés dans la conception de

systémes d’encapsulation plus avancés [202].

La structure des polyméres est essentiellement déterminée par la nature des monomeres
qui les composent et par les processus de polymérisation. Les polymeres sont classés en
fonction de leur origine (naturelle ou synthétique), de leur architecture (linéaire, ramifiée,
réticulée) et de leur comportement vis-a-vis de la température (thermoplastiques,
thermodurcissables). Comprendre la structure et la classification des polymeres est crucial pour

la conception de systémes d’encapsulation adaptés a des applications spécifiques [203].

Les propriétés physiques et chimiques des polyméres, telles que la masse moléculaire,
ladensité, larésistance mécanique, la température de transition vitreuse, la tension superficielle,
l'indice de réfraction, la perméabilité aux gaz, 'absorption d'eau et la stabilité chimique jouent
un role déterminant dans le comportement des systémes d'encapsulation. Comprendre ces
propriétés est essentiel pour sélectionner les polymeres les plus adaptés aux exigences

spécifiques de chaque application [204].

Les polymeéres jouent un réle clé dans les systémes d'encapsulation en fournissant une
barriere protectrice contre les agents extérieurs tels que 1'humidité, les gaz, la lumiére et les
contaminants. Leur capacit¢ a modifier la libération, la stabilit¢, la solubilité¢ et la
biodisponibilité des composés encapsulés en fait des outils précieux dans une large gamme
d'industries, notamment pharmaceutique, alimentaire, cosmétique et agricole. Leur flexibilité
et leur adaptabilité permettent de répondre a des besoins spécifiques en matiere d'encapsulation

[203].
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3.1 PEG et technologie de la PEGylation

Le polyéthylene glycol (PEG) est un polymeére hydrosoluble linéaire ou ramifié, constitué
de groupes hydroxyles terminaux et produit par polymérisation anionique de I’ oxyde d’éthylene
(H - (O-CH:2-CH2) n -OH). Le nombre des unités n est déterminé selon le poids moléculaire
moyen du polymere (Tableau 4). Utilisé dans 1’industrie biopharmaceutique, le PEG optimise
les propriétés pharmacocinétiques des molécules biologiques grace a sa capacité de liaison aux
protéines et a d'autres biomolécules. I1 améliore ainsi la stabilité et prolonge la demi-vie des
protéines thérapeutiques, les rendant plus résistantes aux processus de dégradation dans le corps
humain [205, 206]. En raison de sa non-toxicité, de sa biocompatibilité, de son absence
d’immunogénicité et de son excellente solubilité dans I’eau, le PEG est souvent intégré dans
les traitements pour maximiser la durabilité des effets thérapeutiques et assurer une diffusion
plus efficace dans les tissus cibles. Reconnu comme un polymeére sir par la FDA, il est

largement utilisé pour diverses applications thérapeutiques et industrielles [207].

Tableau 4 : formule structurale et masse moléculaire des différents grades du PEG [208].

Grade n Poids moléculaire moyen
PEG 200 4,2 190 -210

PEG 400 8,7 380 - 420

PEG 600 13,2 500 - 600

PEG 1000 22,3 900 - 1000

PEG 3000 60 - 75 2700 - 3300

PEG 4000 69 — 84 3000 - 4800

PEG 8000 181,2 7000 - 9000

Le principe de la PEGylation repose sur la conjugaison de molécules de PEG aux
biomolécules via des liaisons stables ou dégradables. Les réactifs de PEGylation incluent des
structures linéaires et ramifiées, permettant respectivement une modification ciblée ou une
augmentation de la densit¢ de PEG au site de modification, ce qui accroit le volume
hydrodynamique et prolonge la demi-vie circulante de la molécule [209, 210]. La technologie
de PEGylation utilise plusieurs réactifs, notamment le N-Hydroxysuccinimide (NHS esters) qui
ciblent principalement les groupes amines des lysines pour former des liaisons amides stables
et les hydrazides pour la formation de liaisons hydrazones ou oxime avec les groupes carboxyles

[211-213]. Des techniques avancées telles que la PEGylation, sont également employées pour
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permettre la libération controlée de la biomolécule native, ce qui est bénéfique pour les
prodrogues. Cette technologie utilise des systémes de liaisons dégradables, comme ceux basés

sur le disulfure, pour relacher la protéine native sous sa forme active [214, 215].
3.1.1 Avantages du PEG
3.1.1.1 Toxicité

Des études toxicologiques non cliniques montrent que 1’utilisation de PEG peut entrainer
une vacuolisation cellulaire, surtout dans les cellules phagocytaires en raison de leur fonction
d'absorption et d'élimination des macromolécules dans les tissus et le sang. Bien que la
vacuolisation indique un impact sur les cellules, les effets secondaires observés dans les
médicaments contenant du PEG sont généralement dus aux substances actives et non au PEG
lui-méme [216, 217]. Cependant, des chaines de PEG de grande taille ou de haute masse
moléculaire peuvent s’accumuler dans 1’organisme, principalement dans le foie, en raison de
leur clairance plus lente. Ce phénomeéne, souvent appelé "syndrome macromoléculaire”
complique 1’élimination des produits PEGylés, car leur hydrophilie et leur volume
hydrodynamique élevé rendent leur excrétion difficile par voie rénale. Cette distinction est
cruciale dans les essais cliniques pour évaluer la sécurité des produits PEGylés et s’assurer que

les effets indésirables sont minimes lorsque le PEG est utilisé comme support thérapeutique
[218, 219].

3.1.1.2 Immunogénicité

La PEGylation, ou attachement covalent du PEG aux protéines est utilisée pour diminuer
I'immunogénicité et prolonger la durée de circulation des molécules dans le sang, en formant
une barriere hydrophile autour des protéines et en masquant les épitopes antigéniques, réduisant
ainsi les réponses immunitaires et la production d'anticorps neutralisants contre la protéine
modifiée [220-222]. Bien que cette technique améliore la tolérance et la stabilité des protéines
en diminuant les réponses immunitaires via une exclusion stérique et une hydratation
préférentielle [223], elle n'élimine pas totalement I'immunogénicité, comme le montre le cas de
certains médicaments, tels que le Krystexxa® (médicament utilisé pour traiter la goutte
chronique) [220, 221]. Des impuretés spécifiques dans les réactifs de PEGylation peuvent aussi
influencer cette immunogénicité et leur minimisation est nécessaire pour éviter des réponses
immunitaires non désirées [224, 225]. Cependant, un phénomeéne appelé "dilemme PEG" a été

observé dans les thérapies géniques et les traitements oncologiques, ou, bien que la PEGylation
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prolonge la circulation des médicaments, elle peut limiter I'absorption cellulaire en créant une
barriere hydrophile [226]. Enfin, la PEGylation réduit souvent la tendance des protéines a
'agrégation, diminuant ainsi le risque de réactions immunitaires contre les agrégats de protéines
[227, 228], ce qui contribue a prolonger la demi-vie des médicaments et a augmenter leur

efficacité thérapeutique dans divers traitements [229].
3.1.1.3 Effet sur la stabilité des molécules

La PEGylation des biomolécules, en particulier des protéines, est reconnue pour ses effets
stabilisants sans altérer significativement leur structure, comme confirmé par des techniques de
dichroisme circulaire (CD) et de spectroscopie RMN, bien que des variations dans la stabilité
thermique aient été notées selon la chimie de couplage et le degré de PEGylation [230-232].
Par exemple, 1'uréase PEGylée montre une résistance accrue a la dénaturation thermique, avec
un "effet de protection" contre la dissociation des sous-unités [233, 234]. De plus, le caractere
hydrophile du PEG peut modifier les interactions de surface des protéines, impactant ainsi la
stabilité du point isoélectrique et la stabilité globale des protéines dans des conditions
spécifiques [228, 235]. La PEGylation offre également des avantages en réduisant
I’immunogénicité et en protégeant les protéines de la protéolyse, prolongeant leur demi-vie
dans le systéme circulatoire, ce qui est essentiel pour les applications biopharmaceutiques [236,
237]. En ce qui concerne les protéines spécifiques comme les hormones de croissance et
l'insuline, bien que la PEGylation ne produise pas de distorsion structurelle significative, elle
peut parfois réduire 'activité biologique, probablement en raison de la géne stérique induite par

le PEG [238, 239].
3.1.1.4 Solubilité et 1a biodisponibilité

La PEGylation influence positivement la solubilité et la biodisponibilité des
biomolécules, notamment en augmentant leur hydrophilie et en prolongeant leur temps de
circulation dans le systetme. En effet, le PEG améliore la solubilité des substances
médicamenteuses en milieu aqueux grace a sa capacité de lier plusieurs molécules d'eau par
unité¢ d'oxyde d'éthyléne, augmentant ainsi le volume hydrodynamique de la molécule et
réduisant son taux d'élimination rénale [209, 240, 241]. De plus, la PEGylation protége les
protéines de l'inactivation biologique par la protéolyse et réduit leur immunogénicité,
contribuant ainsi a une biodisponibilité accrue et a une demi-vie prolongée en circulation pour

les applications de médicaments injectables [236,237].
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3.1.2 Limitesdu PEG et de la technologie de PEGylation

Le PEG est un polymere synthétique présentant une propriété de polydispersité, ce qui
signifie qu'il est composé de différentes unités monomeres [242]. Lorsqu'il est utilisé avec un
médicament de faible poids moléculaire, le PEG présente des difficultés liées a la
polydispersité, ce qui complique le processus de liaison. Il est bien connu que le PEG est excrété
par l'urine, mais I'excrétion d'un médicament li¢ au PEG de poids moléculaire élevé est retardée
en raison de son temps de résidence prolongé [243], entrainant une accumulation du
médicament dans le foie et provoquant le syndrome macromoléculaire. Dans ce cas, les reins
n'assurent pas facilement l'excrétion en raison de la propriété hydrodynamique du PEG, qui
augmente le volume hydrodynamique du PEG au contact de I'eau, entrainant ainsi une
diminution de la clairance du PEG. La clairance rénale dépend du poids moléculaire du

médicament [244].

La longueur de la chaine peut également étre réduite progressivement in vivo grace a des
enzymes, comme le cytochrome P450 [218] ou I'alcool déshydrogénase [245]. Jusqu'a présent,
les poids moléculaires élevés de PEG utilisés pour la conjugaison aux protéines sont sous forme
ramifiée de 40 kDa [219]. La chaine de PEG peut entourer la protéine pour la protéger de
I'environnement, ce qui entraine une altération de la communication et de 1'activité biologique
de la protéine. La PEGylation entraine une augmentation de la taille des particules par rapport
a la formulation non PEGylée, et cette augmentation interfére avec 1'activité pharmacocinétique

du médicament [246].
4 Apoptose et marqueurs du stress oxydatif dans la cellule
4.1 Apoptose (généralités)

L'apoptose, une forme de mort cellulaire programmée, est caractérisée par des
changements morphologiques tels que le rétrécissement cellulaire, la condensation nucléaire,
la fragmentation nucléosomique et le bourgeonnement membranaire. Elle joue un réle crucial
dans le développement des tissus et le maintien de I'homéostasie organique [247, 248]. Les
processus de mort cellulaire, bien qu'étant programmeés et régulés genétiqguement, dépendent
d'un équilibre entre survie et stress cellulaire. Ce phénomeéne participe a la fois a la physiologie
normale et aux pathologies, y compris le développement et la progression du diabete [247].
Parmi les facteurs déclencheurs de I'apoptose, on trouve les cytokines pro-inflammatoires

(telles que IL-1B, TNFa, et IFNy) qui jouent un role clé dans des conditions inflammatoires
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chroniques et induisent le stress cellulaire, particulierement dans les cellules B du pancréas
[249]. L'apoptose est induite par le stress du réticulum endoplasmique causé par I'accumulation
de protéines mal repliées, ce qui peut activer diverses réponses cellulaires [250]. Elle implique
la voie intrinseque mitochondriale, caractérisée par la libération de cytochrome c par les
mitochondries, qui initie une cascade apoptotique via la formation de l'apoptosome et

l'activation des caspases effectrices [251].

Les voies de signalisation impliquées dans I'apoptose comprennent notamment la réponse
UPR (Unfolded Protein Response) ainsi que les kinases MAPK (Mitogen-activated protein
kinases) et JNK (c-Jun N-terminal kinases). La réponse UPR, activée par un stress prolongé au
niveau du réticulum endoplasmique, joue un r6le central dans I'induction de I'apoptose en
mobilisant des médiateurs tels qu'ATF3 (Activating transcription factor 3) et CHOP (C/EBP
homologous protein). Par ailleurs, les kinases MAPK, et en particulier JINK, sont activées en
réponse au stress oxydatif. Cette activation entraine une inhibition de la signalisation de
I'insuline et favorise I'exclusion nucléaire de PDX-1 (Pancreatic duodenal homeobox -1), une
protéine essentielle ala survie des cellules . Ces mécanismes soulignent I'interconnexion entre

le stress cellulaire et les voies apoptotiques [252].
4.2 Apoptose des cellules

Le stress oxydatifet I'inflammation jouent un rdle crucial dans I'induction de I'apoptose des
cellules B. cette apoptose résulte principalement d'une dysfonction mitochondriale caractérisée
par la libération du cytochrome ¢ dans le cytoplasme. Cette libération entraine I'activation de la
caspase-9, suivie de [’activation des caspases effectrices (3, 6 et 7), responsables du
démantelement cellulaire. Les espéces réactives de 1’oxygeéne (ROS) produites par les
mitochondries jouent un réle central dans ce processus, en déclenchant la libération de
cytochrome c. Ce mécanisme a été bien documenté dans les cellules B de souris et dans des
lignées cellulaires INS-1 [253, 254]. Par ailleurs, l'inflammation exacerbe ces effets
apoptotiques par le biais des cytokines pro-inflammatoires, telles que 1'lL-1pB, qui activent
I’inflammasome NLRP3 et augmentent les niveaux d'IL-6. Ce phénoméne est amplifié par
’activation du facteur de transcription NF-kB, une voie qui est directement associée a une
augmentation de 1’apoptose induite par le stress oxydatif. Des études menées sur des cellules B
humaines exposées a du H,O; et a des cytokines confirment ce lien étroit entre inflammation et

apoptose [255].
4.2.1 Sirtuines
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Les sirtuines, notamment SIRT1, SIRT2 et SIRT3, jouent un role essentiel dans la survie
des cellules B face au stress métabolique et oxydatif. La SIRT3, par exemple, aide a protéger
ces cellules en activant une enzyme antioxydante clé, la superoxyde dismutase (SOD). Cette
activation neutralise les especes réactives de 1'oxygene (ROS), des molécules qui endommagent
les cellules lorsqu'elles s'accumulent [256]. De son coté, la SIRT1 soutient les défenses
antioxydantes en régulant FOXO1 (Forkhead box protein O1), un facteur de transcription qui
aide les cellules B a résister au stress et a maintenir leur nombre et leur fonction. Quant a la
SIRT2, méme si son rdle dans les cellules B est moins documenté, elle participe aussi a la
régulation du stress oxydatif et de la stabilité cellulaire, notamment en modifiant certaines
protéines clés comme FOXOI1 et p53. Ensemble, ces mécanismes permettent de limiter

l'apoptose, aidant les cellules § & mieux résister aux agressions et a rester fonctionnelles.
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Figure 8 : Rble des sirtuines dans le stress oxydatif et la signalisation cellulaire [257]

modifié. Fleche pleine : Activation oustimulation directe. Fléche pointillée : Effet indirect. Traiten T (ligne
terminée par unbloc) : Inhibition ou blocage.

4.2.2 Facteur de transcription nucléaire (NFkB)
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Le facteur de transcription NFxB (nuclear factor-kappa B) est une protéine qui joue un
role crucial dans la régulation de la réponse immunitaire, de 1'inflammation et de la survie
cellulaire. Le NF«B est activé en réponse a des stimuli stressants tels que les cytokines pro-
inflammatoires, via la phosphorylation, suivie de 1'ubiquitination et de la dégradation de sa
protéine séquestrante [kB. NFxB est un facteur de transcription majeur qui régule divers génes
impliqués dans des processus comme les réponses inflammatoires, les réponses au stress,
'apoptose, la prolifération et la survie cellulaire. Dans les cellules B in vitro, 1'effet prédominant

de NF«B est pro-apoptotique [258-260].

En plus de preuves mettent en évidence une interaction entre la réponse UPR et
lI'inflammation médié¢e par NFxB [261], une expression accrue des génes cibles de NFxB et des
marqueurs de stress du réticulum endoplasmique est observée chez les souris NOD
prédiabétiques, suggérant une communication entre ces voies qui aboutit a la perte de cellules
B dans ces souris [262]. Par ailleurs, une faible dose d'IL-1f peut déclencher et accélérer un
stress modéré du réticulum endoplasmique, augmentant 1'inflammation locale des ilots via

I'expression de génes pro-inflammatoires dépendants de NFxB [263].

Cependant, l'effet du blocage de la signalisation de NF«xB sur les dommages
inflammatoires des cellules B in vitro reste débattu [264]. Fait notable, le blocage de NFxB a
aggraveé la destruction des cellules B médiée par le systtme immunitaire in vivo [265], et la
modification de I'activité de NF«B a eu des effets limités sur la survie des greffons d'ilots [266].
Les recherches futures devraient se concentrer davantage sur le role de NFkB dans la
destruction des cellules B induite par le systéme immunitaire, en particulier dans les ilots

humains.
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Figure 9 : Mode d'action de NFkB (cellule beta) [267] modifié.

4.3 Le stress oxydatif

Dans le DT, le stress oxydatif est principalement provoqué par une surproduction de
ROS (especes réactives de 1'oxygene) et une réduction des mécanismes antioxydants, résultant
d'une hyperglycémie chronique qui active des voies métaboliques génératrices de stress
oxydatif, telles que la voie des polyols, la glycation avancée des protéines (AGEs) et I'activation
de I'enzyme NADPH oxydase [268]. Ce déséquilibre entre la production de ROS et la capacité
du systéme antioxydant a les neutraliser conduit a une peroxydation lipidique accrue, processus
au cours duquel les ROS endommagent les lipides des membranes cellulaires, affectant leur
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intégrité et leur fonction [269]. Les niveaux ¢élevés de malondialdéhyde (MDA) et de
monoxyde d’azote (NO) observés chez les patients diabétiques refleétent cette peroxydation
lipidique accrue [270]. En 1'absence d'une neutralisation efficace, les ROS provoquent des
dommages aux membranes cellulaires, protéines et ADN, aggravant ainsi l'inflammation et les
dysfonctionnements cellulaires et contribuant a la progression des dommages tissulaires

associés au DT1 [271].
4.4 Marqueurs du stress oxydant

Les marqueurs du stress oxydatif jouent un role clé dans 1'évaluation de 1'impact du stress
oxydatif sur l'organisme, l'efficacité des systémes antioxydants et 1'intensité de cette oxydation
excessive. Dans le cas du diabéte de type 1 (DT1), divers biomarqueurs sont employés a cette

fin, notamment :
4.4.1 Superoxyde Dismutase (SOD)

La SOD est une enzyme antioxydante clé du systéeme de défense de 1’organisme. Elle
catalyse la dismutation de 1’ion superoxyde (O:"), un radical libre trés réactif en peroxyde
d’hydrogéne (H202). Ce dernier est ensuite transformé en eau par d'autres enzymes comme la
catalase et la glutathion peroxydase. Dans le contexte du DT1, 1’activité dela SOD est souvent
réduite, ce qui limite la capacité de 1’organisme a neutraliser les ions superoxydes, augmentant
ainsi les risques de dommages oxydatifs aux cellules, notamment aux cellules endothéliales et
pancréatiques [272]. Cette réduction de 1'activité de la SOD est, entre autres, attribuable a la
glycation des protéines enzymatiques, une réaction entre des sucres et les protéines sous forme
non enzymatique, qui affecte leur fonction. Par conséquent, une moindre activité de la SOD
laisse plus de superoxyde disponible pour générer d'autres espéces réactives, aggravant ainsi le

stress oxydatif et les dommages cellulaires [269].
4.4.2 Glutathionréduit (GSH)

Le GSH est un puissant antioxydant intracellulaire qui protege les cellules contre les
dommages oxydatifs en neutralisant les radicaux libres et en participant a la régénération
d’autres antioxydants comme les vitamines C et E. Cette petite molécule antioxydante non
enzymatique, abondante dans les cellules, joue un role clé¢ dans la réduction des dommages
oxydatifs. Dans le contexte du DT1, les niveaux de GSH sont souvent diminués en raison de
I'épuisement causé par l'excés de ROS, affaiblissant ainsi les défenses antioxydantes de

'organisme et rendant les cellules plus vulnérables aux Iésions oxydatives, contribuant aux
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complications, notamment au niveau des reins et du systéme cardiovasculaire [273]. Toutefois,
certaines études suggerent que chez les patients atteints de DT1, les niveaux de GSH ne
présentent pas de différence significative par rapport aux individus en bonne santé, ce qui
pourrait indiquer que d'autres facteurs antioxydants ou le taux élevé de production de ROS
dominent I'équilibre oxydatif, et que le GSH seul ne suffit pas pour compenser le stress oxydatif

accru [270].
4.4.3 Malondialdéhyde (MDA)

Le MDA estun sous-produit de la peroxydation lipidique, un processus par lequel les ROS
attaquent les lipides des membranes cellulaires, entrainant une dégradation des phospholipides
membranaires. En raison de sa production accrue lors de dommages cellulaires induits par les
ROS, le MDA est souvent utilis¢ comme marqueur du stress oxydatif. Dans le DT1, des niveaux
¢levés de MDA sont généralement observés, indiquant un stress oxydatif important et un risque
accru de dégradation cellulaire, particulierement dans les tissus sensibles comme les reins et les
yeux [274]. Cette augmentation des niveaux de MDA refléte un taux accru de dommages aux
lipides membranaires, ce qui peut altérer la structure et la fonction des membranes cellulaires,
nuisant aux échanges cellulaires et augmentant le risque de complications liées au diabeéte,

notamment les maladies cardiovasculaires [270, 271].
4.4.4 ROS totaux

Les ROS totaux représentent la quantité globale d’espéces réactives de 1’oxygene dans
I’organisme, incluant I’ion superoxyde (Oy’), le peroxyde d’hydrogeéne (H.0») et le radical
hydroxyle (HO"). Dans le DTI, cette production de ROS est amplifiée, entrainant des
dommages aux lipides, protéines et ADN des cellules. Cette accumulation excessive de ROS,
non compenseée par les mécanismes antioxydants, conduit a un stress oxydatif sévere, créant un
état de stress oxydatif chronique qui contribue a l'inflammation et a la progression des
complications associées au diabete. Le suivi des niveaux totaux de ROS permet ainsi d’évaluer
le niveau global de stress oxydatif et de surveiller la progression des dommages associés au

diabéte [269, 275].
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Matériel et méthodes

Réactifs et produits chimiques

Les principaux réactifs utilisés dans cette étude incluent principalementla TQ, Quer,
Cur et le Pluronic P123, fournis par Sigma-Aldrich (USA), ainsi que le PEG4000 (Polyethylene
Glycol) en poudre avec un poids moléculaire de 3500-4500 obtenu de Merck (Allemagne).
L'acétonitrile, le DMSO (diméthylsulfoxyde) et I'éthanol sont également fournis par Merck. Les
milieux de culture comprennent le DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) et le
RPMI1640, enrichis en L-glutamine, streptomycine et pénicilline, tous issus de Sigma-Aldrich
(USA), avec du sérum de veau feetal (FBS) fourni par Invitrogen (USA). Les expériences
d’isolation des 1lots de Langerhans nécessitaient I’usage de collagénase et de la solution saline
équilibrée de Hank (HBSS) de Sigma-Aldrich (USA). Les tests biochimiques et de viabilité
cellulaire ont employé le kit ELISA pour I’insuline de souris (Thermo Fisher Scientific, USA),
le kit XTT de prolifération cellulaire (Roche, Suisse), le kit de détection de la SIRT2 Sigma-
Aldrich (USA), ainsi que la trypsine pour la dissociation des cellules. Ces réactifs ont été
essentiels pour la formulation des nanoparticules, les tests de cytotoxicité, la culture cellulaire

et I’évaluation des propriétés antioxydantes et antidiabétiques.

Lignée cellulaire
Deux lignées cellulaires ont été t utilisée dans la présente étude. La lignée cellulaire EMT6
(cancer mammaire murin, CRL-2755) et lignée cellulaire NIT-1 (insulinome murin, CRL-

2055). Toute les deux proviennent de 1’ American Type Culture Collection (ATCC).

Des ilots de Langerhans isolés a partir d’une souris BALB/c ont été également utilisés
dans la présente étude pour étudier 1’effet des molécules libres et encapsulées sur la sécrétion

d’insuline.

1 Synthése des complexes moléculaires

Les nanoparticules TQ-PEG4000-NP, les complexes Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000 ont
été synthétisés en suivant la méthode décrite par Bhattacharya et al. [276]. Ce processus
impliquait la préparation de deux solutions distinctes pour la pégylation de la TQ, Quer et Cur.
Tout d'abord, 200 mg de TQ, 190 mg de Quer ou 180 mg de Cur ont été dissous dans 20 ml
d’acétonitrile avec 25 mg de P123, suivis d’une sonication pendant 15 minutes. Parall¢lement,
1 gde PEG4000 a été dispersé dans 5 ml d’eau distillée a I’aide d’un bain ultrasonique pendant
30 minutes. Ensuite, la solution organique a ét¢ mélangée progressivement avec la solution

aqueuse sur une période de 30 minutes. Le mélange final a ét¢ soumis a une sonication
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supplémentaire et a une évaporation a température ambiante pendant toute la nuit, avant d’étre

conservé a 4 °C.
Le protocole expérimental est présenté dans le Tableau 5 .

Tableau 5 : Formulation et synthése des nanoparticules PEG4000 encapsulant la TQ, la Quer

et la Cur
Complexe | Ingrédients | Quantité | Processus de préparation
utilisée
1. TQ- | TQ 200 mg Dissoudre TQ dans 20 ml d’acétonitrile, ajouter 25
PEG4000- mg de P123, puis sonication pendant 15 minutes.
NP (Solution 1)
Acétonitrile | 20 ml
P123 25 mg
PEG4000 19 Disperser PEG4000 dans 5 ml d’eau distillée a
I’aide d’un bain ultrasonique pendant 30 minutes.
(Solution 2)
Eau distillée | 5 ml

Mélanger progressivement la solution 1 dans la solution 2 sur une période de 30
minutes.

Sonication et évaporation & température ambiante pendant toute la nuit, puis
conservationa 4°C.

2. Quer-| (Quer) 190 mg Dissoudre la Quer dans 20 ml d’acétonitrile, ajouter
PEG4000 25 mg de P123, puis sonication pendant 15 minutes.
Acétonitrile | 20 ml
P123 25 mg
PEG4000 1lg Disperser PEG4000 dans 5 ml d’eau distillée a
1’aide d’un bain ultrasonique pendant 30 minutes.
Eau distillée | 5 ml

Mélanger progressivement la solution 1 dans la solution 2 sur une période de 30
minutes.

Sonication et évaporation a température ambiante pendant toute la nuit, puis
conservationa 4°C.

3. Cur- | (Cur) 180 mg Dissoudre la Cur dans 20 ml d’acétonitrile, ajouter
PEG4000 25 mg de P123, puis sonication pendant 15 minutes.
Acétonitrile | 20 ml
P123 25 mg
PEG4000 1g Disperser PEG4000 dans 5 ml d’eau distillée a
1’aide d’un bain ultrasonique pendant 30 minutes.
Eau distillée | 5 ml

Mélanger progressivement la solution 1 dans la solution 2 sur une période de 30
minutes.

Sonication et évaporation a température ambiante pendant toute la nuit, puis
conservationa 4°C.
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2 Caractérisation morphologique, spectrale et physico-chimique

2.1.Test d’efficacité d’encapsulation
L’efficacité d’encapsulation (EE) du complexe TQ-PEG4000 a été évaluée en mesurant la
concentration de la TQ non encapsulé dans la solution. Cette évaluation a été réalisée en
préparant le complexe TQ-PEG4000 a différentes concentrations allantde 10 uM a 0,625 uM.
Pour faciliter cette analyse, une courbe d’étalonnage du TQ libre a été construite (Annexel),
basée sur la mesure de 1’absorbance a des concentrations connues de TQ libre, servant de
référence pour les comparaisons. L’efficacité d’encapsulation a été calculée en utilisant

1’équation suivante [277] :

EEY, = (Complexe total=barticule UbTe) \ 1) e, (Eql)

Complexe total

Toutes les mesures ont été effectuées en triplicata. Cette méthode a permis une

quantification précise de la fraction de TQ encapsulée avec succes dans le PEG4000.

Le méme protocole a été appliqué pour les complexes Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000, ou
la concentration de Quer ou de Cur non encapsulée a ét¢ mesurée, suivie de la construction
d’une courbe d’étalonnage spécifique (Annexel). L’efficacité d’encapsulation a été déterminée

selon les mémes €tapes pour assurer une analyse précise.

2.2.Test de libération des capsules
La libération des substances actives encapsulées dans les complexes TQ-PEG4000-NP,
Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000 a été évaluée par spectrophomeétre UV-Vis. Afin de simuler
différents environnements physiologiques, trois milieux distincts ont été préparés, chacun
représentant une condition de pH spécifique : acide (gastrique, pH 1,2), neutre (intestinal, pH

6,9) et basique (sanguin, pH 7,4).
Pour chaque complexe :

TQ-PEG4000-NP : La libération de la TQ a été mesurée en déterminant la concentration de
TQ libre dans la solution, a 1’aide d’un spectrophotométre UV-visible mesurant 1’absorbance a

une longueur d’onde de 253 nm. La concentration de 1’échantillon était de 2 mg/ml.

Quer-PEG4000 : La libération de la Quer a été mesurée en déterminant la concentration de

Quer libre, avec une mesure d’absorbance a 256 nm. La concentration de 1’échantillon était de

140 pg/ml.
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Cur-PEG4000 : La libération de la Cur a été évaluée par I’absorbance de la Cur libre a 414

nm. La concentration de 1’échantillon était de 25 pg/ml.

Pour cette évaluation, un échantillon de 1 ml de chaque solution a été prélevé a
intervalles réguliers : toutes les 10 minutes durant la premiere heure, puis toutes les 30 minutes
au cours des 2 heures suivantes. Les concentrations des substances libres ont été calculées a

partir de courbes d’étalonnage préalablement établies pour chaque substance active.

Tous les essais ont été réalisés entriplicata afin d’assurer la fiabilité et la reproductibilité
des résultats. Cette approche systématique a permis une compréhension détaillée des profils de
libération de la TQ, de la Quer et de la Cur sous différentes conditions de pH, imitant de prés

I’environnement physiologique auquel sont soumis les médicaments administrés par voie orale.

2.3.Analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR)

Les caractéristiques chimiques de la TQ, de la Quer, de la Cur, du copolymere P123, du
polymere PEG4000, ainsi que des complexes TQ-PEG4000-NP, Quer-PEG4000 et Cur-
PEG4000 ont été analysées a 1’aide de la spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR), réalisée avec un appareil Shimadzu (Noisiel, France). Les données spectrales
infrarouges ont été recueillies dans une plage de longueurs d’onde comprises entre 4000 et 500

cm™!, avec une résolutionde 4 cm™.

Chaque échantillon a été analysé en effectuant en moyenne cinq scans pour garantir une
collecte de données exhaustive. L’analyse de ces données a été réalisée a 1’aide du logiciel
LabSolutions IR, permettant un examen détaillé des propriétés chimiques de ces composés et

complexes.

2.4.Caractérisation morphologique par le Microscope Electronique 2 Balayage
(MEB/EDS)

La morphologie des nanoparticules TQ-PEG4000-NP, ainsi que des formulations Quer-
PEG4000 et Cur-PEG4000 a ¢été examinée méticuleusement a I'aide d'un microscope
¢lectronique a balayage (MEB) Quattro S de Thermo Fisher Scientific (USA). L'examen a été
réalisé avec une tension d'accélération de 5,00 kV. De plus, le microscope était équipé d'un
systeme EDAX Octane Elect, permettant une analyse quantitative complémentaire des ¢léments
chimiques présents dans les échantillons. Cette combinaison d'imagerie haute résolution et
d'analyse ¢lémentaire a fourni une compréhension compléte de la structure physique et de la

composition chimique
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2.5.Potentiel Zeta
Le potentiel z€ta est un parameétre physico-chimique clé qui mesure la charge €lectrique
a la surface des particules en suspension dans un milieu liquide. Il refléte 1a stabilité colloidale,
car une charge de surface élevée (positive ounégative) induit une répulsion électrostatique entre
les particules, limitant leur agrégation. En nanotechnologie et en formulation de systémes
encapsulés, le potentiel z&ta est souvent utilisé pour évaluer la dispersion, la stabilité et les
interactions des particules avec leur environnement, notamment dans des applications

pharmaceutiques et biomédicales.

Le potentiel Zéta a été mesuré sur les formulations Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000 dans
des conditions expérimentales controlées. La température a été maintenue a 24,9 °C, avec une
viscosité du milieu de dispersion de 0,897 mPa-s et une conductivité de 0,084 mS/cm. Un

voltage de 3,8 V a été appliqué a I'¢lectrode pour les mesures.

3 Evaluation de la PEGylation sur les effets biologiques
3.1. Test de cytotoxicité sur les deux lignées : EMTG6 et NIT-1.
311 Conditions de la culture cellulaire.

La lignée cellulaire de cancer mammaire EMT6 (CRL-2755) et la lignée cellulaire
d'insulinome de souris NIT-1 (CRL-2055) ont été obtenues auprés de I'American Type Culture
Collection (ATCC) a Washington, DC, Etats-Unis. Les lignées cellulaires ont été cultivées dans
des milieux DMEM/F12 et RPMI-1640, enrichis chacun avec 10 % de sérum feetal bovin (FBS)
et 1 % de pénicilline/streptomycine. Le processus de culture a été réalisé dans un incubateur
maintenu a une atmosphere contenant 5 % de CO; et une température constante de 37 °C. Une
méthode classique de coloration au bleu de trypan a été utilisée, combinée avec une chambre
de comptage de Neubauer, pour permettre une évaluation précise de la viabilité cellulaireet du

comptage des cellules.

312 Etude de la cytotoxicité par le kit XTT.

Les effets cytotoxiques de la TQ, de la Quer, de la Cur, du PEG4000, du Quer-PEG4000,
du Cur-PEG4000 et du TQ-PEG4000-NP ont été évalués sur deux lignées cellulaires : une
lignée de cancer mammaire de souris (EMT6) et une lignée d'insulinome de souris (NIT-1).
Cette évaluation a ¢té réalisée en utilisant le test de prolifération cellulaire XTT [278] avec un

kit XTT provenant de Roche (Bale, Suisse).
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Pour cette expérience, les cellules EMT6 et NIT-1 ont été cultivées dans incubateur
humidifié a 5% de CO, a 37 °C. Elles ont ensuite ¢té ensemencés dans une microplaque a 96

puits et incubées pendant 24 heures pour permettre leur attachement et leur croissance.

La TQ, la Quer et la Cur ont été solubilisées dans du DM SO et des dilutions en série ont été
préparées dans les milieux de culture a des concentrations finales allant de 1 a 60 pg/ml. Le
Quer-PEG4000, le Cur-PEG4000 et le TQ-PEG4000-NP ont été également dilu¢ dans les
milieux de de cultures aux méme concentrations finale. La doxorubicine a été utilisée comme

témoin positif (Concentrations de 0 a 30pug/ml).

Aprés 24 h d’incubation, les cellules ont été traitées avec des concentration variables (1-60
ng/mL) de TQ, Quer, Cur, Quer-PEG4000, le Cur-PEG4000 et TQ-PEG4000-NP. Aprés 72 h
d’incubation dans les mémes conditions. Les cellules ont été traitées avec le réactif XTT.
L'absorbance, reflétant la viabilité cellulaire a €té mesurée a 1'aide d'un spectrophotometre. Les
mesures ont été réalisées a une longueur d'onde principale de 490 nm, avec une longueur d'onde
de 660 nm. Le pourcentage de viabilité des cellules traitées a été calculé par rapport aux cellules
non traitées (témoin). Toutes les expériences ont été réalisées en triplicata. Cette méthode a
permis de quantifier les effets cytotoxiques des différentes substances sur les lignées cellulaires

EMT6 et NIT-1.

3.2.  Viabilité et sécrétion d’insuline des ilots de Langerhans.
3.2.1. Isolement des ilots de Langerhans.

Les 1lots de Langerhans ont été isolés a partir d’une souris albinos femelle BALB/c en
bonne santé pesant environ 27 g fourni par I’animalerie du Centre de Recherche en
Biotechnologie (C.R.Bt). La souris a ét¢ maintenues dans un environnement controlé avec un
cycle lumiére/obscurité de 12 heures et une température maintenue a 28 + 2 °C. Toutes ces
procédures impliquant les animaux ont été réalisées conformément aux directives éthiques

établies par la Commission d'Ethique du C.R.Bt.

L'isolement des 1ilots s'est déroul€é en trois étapes principales : chirurgie, isolement et
purification. Tout d'abord, la souris a ¢été euthanasiées a 1'aide d'éther anesthésique. Toutes les
procédures suivantes ont €té réalisées dans des conditions de stérilisation. Lors de la dissection,
une petite incision a été pratiquée dans larégion abdominale, suivie de I'injection d'une solution
de collagénase dans le canal cholédoque (pour dégrader le collagene présent dans la matrice
extracellulaire, facilitant ainsi la dissociation des lots de Langerhans du tissu pancréatique

environnant). Le pancréas a ensuite été extrait, placé dans une solution de Hanks/collagénase
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glacée, découpé et digéré a 37 °C [279]. Une agitation manuelle a été effectuée pendant 5
minutes pour améliorer la digestion. La réaction enzymatique a été arrétée en ajoutant du HBSS
glacé, et les ilots ont été purifiés par centrifugationa 185 g pendant 5 minutes [280]. La derniere
étape consiste a sélectionner et collecter méticuleusement les 1lots de Langerhans purs dans une

boite de Petri pour une culture primaire.

Les lots isolés ont été cultivés dans une plaque a 12 puits contenant du milieu RPMI
enrichi avec 10 % de FBS et 1 % de pénicilline/streptomycine et incubés a 37 °C dans une

atmosphere contenant 5 % de COa.

3.2.2. Test de viabilité des ilotsde Langerhans isolés et traités.

Aprés une incubation de 48 heures sous les conditions suivantes Condition 1 : ilots non
traités servant de témoin négatif’; Condition 2 : ilots traités avec 30 pg de PEG4000 comme
témoin positif; Condition 3 : 1lots traités avec 30 pg/ml de TQ; Condition 4 : ilots traités avec
30 pg/ml de TQ-PEG4000-NP. Chaque condition a été répliquée trois fois pour garantir la

fiabilité des résultats.

Les cultures d'ilots ont été soumises a une dissociation cellulaire. Cette étape a été réalisée
en ajoutant de la trypsine au milieu de culture. Les ilots traités ont ensuite été incubés avec
agitation continue dans une solution de trypsine pendant 10 minutes a 37 °C. Cette procédure a
permis une dispersion mécanique des cellules qui a été poursuivie jusqu'a ce qu'environ 80 %

des cellules soient dissociées.

La viabilité cellulaire, comprenant les cellules vivantes et mortes a été évaluée apres
traitement a la trypsine. Cette évaluation a été réalisée a 1'aide d'un microscope inversé, associé
a une coloration au bleu trypan pour distinguer les cellules viables des cellules mortes. Le
comptage des cellules a été effectué¢ a 1'aide d'une chambre de comptage de Neubauer, un

dispositif couramment utilisé en culture cellulaire pour quantifier la densité cellulaire [281].

3.2.3. Dosage de la sécrétion de ’insuline par un kit Elisa.

La méthodologie suivante a été utilisée pour évaluer la sécrétion d'insuline. Aprés une
incubation de 24 heures dans les conditions suivantes Condition 1 : ilots non traités servant de
témoin négatif ; Condition 2 : ilots traités avec 30 pg de PEG4000 comme témoin positif ;
Condition 3 : ilots traités avec 30 pg/ml de TQ ou 60pg/ml de Quer ou 60ug/ml de Cur ;
Condition 4 : ilots traités avec 30 pg/ml de TQ-PEG4000-NP ou 60pug/ml de Quer-PEG4000
ou 60pg/ml de Cur-PEG4000. Chaque condition a été répliquée trois fois pour garantir la

fiabilité des résultats.
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Les ilots de Langerhans ont d'abord été soumis a un changement de milieu. Le milieu de
culture existant a été remplacé par un volume similaire de DMEM a faible teneur en glucose.
Cette configuration a ensuite été¢ incubée pendant 1 heure 30 minutes a 37 °C dans une
atmospheére contenant 95 % d'oxygene et 5 % de dioxyde de carbone. Apres incubation, le
milieu a faible teneur en glucose a été remplacé par du DMEM a haute teneur en glucose. Ce
changement est crucial pour stimuler la sécrétion d'insuline par les ilots. La plaque de culture
celluliare a de nouveau €té incubée pendant 1 heure 30 minutes tout en maintenant la méme

température et la méme composition gazeuse.

Apres la deuxiéme incubation, le surnageant contenant l'insuline sécrétée a été
soigneusement collecté. Ce surnageant a ¢té immédiatement stocké a -80 °C pour assurer la
préservation de 1'insuline. Enfin, la concentration d'insuline dans le surnageant a été mesurée
de manicre quantitative a I'aide d'un kit ELISA Sandwich. Ce kit a été congu pour détecter et
quantifier avec précision les niveaux d'insuline, ce qui en fait un choix idéal pour ce type

d'analyse biochimique.

3.3. Etude de I’effet protecteur des molécules libres et encapsulées sur la lignée NIT-1 traitées
par laSTZ

331 Testde viabilité
Les cellules NIT-1 ont été ensemencé dans une plaque a 96 puits dans un milieu RPMI-
1640 supplémenté des nutriments nécessaires et incubées pendant 24 heures a 37 °C dans une
atmosphere contenant 5 % de CO,. Les cellules ont été ensuite traitées avec deux concentrations
de la TQ et des nanoparticules TQ-PEG4000-NP (10 et 30 mg/mL) et avec deux concentrations
de la Quer, de la Cur, ainsi que des formulations Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000 (30 et 60
ng/mL). Toutes les conditions expérimentales ont été répliquées trois fois afin d'assurer la

précision et la reproductibilité des résultats.

Apres 24 h d’incubation dans les mémes conditions, le milieu de culture a été €liminé
et les cellules ont été traitées avec 6 mM de la streptozotocine (STZ) solubilisé dans un milieu
frais. Les cellules ont été incubé encore pendant 24 h ensuite le milieu a été éliminer un lavage
par PBS a été réalisé pendant 30 secondes, 200uL de milieu et 50 pL du réactifs XTT ont été
ensuite ajouté dans chaque puit dans I’obscurité pour analyser la viabilité cellulaire.
L’absorbance a ¢été mesurée (apres incubation de 4h a 37°C, 5% CO,) a l'aide d'un
spectrophotometre dans deux longueurs d'onde de 450 et 690 nm. Cette mesure fournie des
données quantitatives sur les effets cytotoxiques de la TQ, de la Quer, de la Cur et des
nanoparticules TQ-PEG4000, Quer-PEG4000 et Cur-PEG4000 sur la lignée cellulaire NIT-1.
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332 Analyse des marqueurs du stress oxydatif.

Pour évaluer I'impact de la TQ, de la Quer et de la Cur sur le stress oxydatif dans les
cellules 3 de la lignée NIT-1, un essai a été réalisé pour mesurer trois marqueurs spécifiques du
stress oxydatif : le MDA, GSH et la SOD dans le surnageant des cellules B traitées par ces

COmposes.

Les niveaux de MDA ont été déterminés selon les directives du protocole décrit par
Ohkawa et al. [282]. Dans ce processus, la concentration de MDA a été calculée en utilisant son
coefficient d'extinction molaire, ({ = 1.56 x105 M™! cm™). Les résultats ont été exprimés en &

nmol de MDA par mL, fournissant une mesure quantitative de la peroxydation lipidique
dans les cellules. Un protocole spécifique a été suivi pour la mesure du GSH [283], permettant
la quantification du glutathion, un antioxydant clé¢ dans la défense cellulaire contre le stress
oxydatif. La concentration de SOD a été déterminée en utilisant la méthode établie par
Subhangkar et al. [284]. Cette méthode permet de quantifier I'activité de la SOD, une enzyme
qui catalyse la dismutation du superoxyde en oxygene et en peroxyde d'hydrogene, protégeant
ainsi contre la toxicité du superoxyde. L'activité de la SOD a été calculée en unités standardisées
a l'aide d'une formule spécifique, permettant d'évaluer le mécanisme de défense antioxydant au

sein des cellules .

SOD (U) = [(VP = V8) / (VP X 0,5)] e (Eq2)
Vp =taux d'auto-oxydation du pyrogallol en l'absence de 1'enzyme ; Vs = taux d'auto-oxydation

du pyrogallol en présence de I'enzyme ; 0,5 = inhibitionde 50 %.

3.4. Etude de I’effet régénérateur de la thymoquinone libre et encapsulé sur la lignée NIT-1

Les cellules NIT-1 ont été ensemencé dans une plaque de 96 puits et incubée pendant

24 heures a 37 °C dans une atmosphére contenant 5 % de CO:. Les cellules ont été ensuite traité
avec 6 mM de streptozotocine a 1’exception des puits désignés comme témoins négatifs. Les
cellules ont ensuite subi une seconde phase d’incubation de 24 heures. Deux concentrations de
la TQ et des TQ-PEG4000-NP (10 et 30 pg/mL) ont été utilisés pour traiter les cellules. Ces
dernicres ont ensuite subi une troisiéme incubation pendant 48 h. les tests ont été réalisés en

triplicata.

A I’issue de cette troisiéme incubation, les cellules ont été traitées avec le réactif XTT.
Les lectures d'absorbance ont été effectuées dans deux longueurs d'onde de 450 et 690 nm. Ce

traitement est essentiel pour évaluer le taux de la viabilité cellulaire et permet donc de mesurer
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la capacité dela TQ et de la TQ-PEG4000-NP a régénérer les cellules NIT-1 traitées par I’action

de la streptozotocine

3.5. Etude de la signalisation des marqueurs NFxBp65 et SIRT2
3.5.1 Détection et quantification du marqueur NFrxBp65 par ELISA aprés

traitement a la Quer

La lignée cellulaires NIT-1 a été cultivée pendant 24 h dans une plaque de 12 puits
contenant du milieu RPMI a 37 °C dans une atmosphere contenant 5 % de CO.. Ensuite, une
solution de Quer a une concentration de 60 pg/ml et une solution de STZ a une concentration
de 6 mM ont été ajoutée aux puits en triplicata. Les puits contrdles négatifs sont constitués de

cellules sans aucun traitement. Les cellules ont été incubées une seconde fois pendant 24 heures.

Apreés cette incubation, une lyse cellulaire a été réalisée, et la détection du facteur NFxB
total (NFkB -P65) et phosphorylé (NFkB-P65-P) a été effectuée conformément au protocole du
kit ELISA (85-86083-11®, Thermofisher, Waltham, MA, USA). Les lectures ont été effectuces
aune longueur d'onde de 450 nm, avec une correction a 650 nm, permettant une analyse précise

des niveaux de NFxB dans les échantillons.
3.5.2 Détection du marqueur SIRT2

3521 Effetde laQuer, de la Cur et de la TQ sur ’activité relative de la SIRT2

Pour mesurer 'activité d'inhibition de la SIRT2 par la Quer, la Cur, etla TQ. Ces
composés ont été dissous dans du DMSO et dilués dans du tampon de test (fournis dans le kit)
a des concentrations allant de 2 a 200 uM. 45ul de ces 3 composés et de I’inhibiteur controle
ont été ajoutés dans les puits contenants 1’enzyme Sirt2 les solutions ont été bien mélangées et

incubées a 37°C durant 5 min.

. Apres incubation de 5 minutes a 37°C, 40ul de la solution substrat ont été préparé pour
chaque puit (36pul assay buffer + 2ul de substrat + 2ul de cofacteur : fournit dans le kit), la
solution substrat a ét¢ mélangée et ajoutée dans chaque puit, et incubé a 37°C pendant 60
minutes. Ensuite, la fluorescence initiale (R0) a été mesurée a des longueurs d’ondes
d’Excitation/Emission = 395/541 nm. Aprés 1'ajout du développeur, les solutions ont été
incubées a 37°C pendant 10 minutes et une seconde lecture de fluorescence (R1) a été réalisée
aux mémes longueurs d'onde. Les échantillons et standards ont été réalisés en duplicata et

chaque puits a regu 5 pL de 1'enzyme Sirt2. Cette procédure a permis d’évaluer spécifiquement
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I'impact de chaque molécule sur la réponse enzymatique. Sirtuin 2 (SIRT2) Inhibitor Screening

Assay Kit, Sigma-Aldrich (USA)

35.22 Détection de la SIRT2 inhibée Par la Quer dans le lysat des NIT-1

Pour mesurer I’effet relatif de la Quer sur 1’activité de la SIRT2 dans les cellules NIT-1,
un ensemencement des lignées cellulaires a été effectué¢ dans une plaque de 12 puits contenant
du RPMI. Aprés 24 heures d'incubation a 37 °C et 5 % de CO,, 60 pug/mlde Quer a été ajouté
dans les puits, suivie d'une incubation supplémentaire de 24 heures. Ensuite, le milieu a été
changé et 6 mM de streptozotocine ont été ajouté dans chaque puits a 1'exception des puits du
contrdle négatif. Enfin, aprés 24 heures d'incubation avec la STZ, une lyse cellulaire a été
réalisée avec le tampon de lyse fournis dans le kit du NFAB suivie de la détection de 1a SIRT2

selon le protocole décrit précédemment.

4 Etude in-silico de I’interaction moléculaire.

4.1. Investigation théorique de I’interaction molécule/Polymeére (TQ/PEG4000)

Cette étude a porté sur PEG4000, un polymere dérivé de I'oxyde d'éthyléne, dont la structure
chimique est [HOCH»(CH,OCH,)nCH,OH], ou n représente le nombre d'unités répétitives. La
Théorie de la Fonctionnelle de la Densité (DFT) a été employée pour approfondir la
compréhension des interactions entre les atomes de la TQ et le PEG4000. Ce type de simulation
est essentiel pour ¢lucider les mécanismes d'adsorption et évaluer la stabilité du systeme
excipient-médicament. En étudiant ces interactions a 1'échelle moléculaire, la méthode DFT
fournit des informations précieuses sur la maniere dont les molécules de TQ interagissent avec
et sont stabilisées par les chaines de PEG4000. Une telle compréhension est fondamentale pour
optimiser la formulation et améliorer les performances des systémes de libération de

médicaments.

4.2. Détails de calcul

Une analyse computationnelle de l'interaction entre la TQ et le PEG4000 a été réalisée a
l'aide du logiciel Materials Studio. Les données structurales de 1a TQ ont été obtenues a partir
de la base de données PubChem. L'optimisation géométrique de ces structures a été effectuée a
'aide du module Dmol3, en utilisant le champ de forces B3LYP [285] et I'ensemble de bases
DNP. La tolérance du champ électronique auto-consistant (SCF) a été fixée a 10~° Hartree (Ha).
Le mod¢le de polymére PEG a été construit dans Materials Studio a I'aide de la fonction de
polymérisation. Différentes longueurs de chaines ont ét¢ modélisées et désignées par des

multiples d'unités répétitives (n). Le module Forcite a été utilisé pour les calculs d'énergie et les
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minimisations en appliquant le champ de forces DREIDING [286]. Un module de cellule
amorphe a été utilisé pour simuler l'adsorption de la TQ sur I'excipient PEG4000. Ce module
permet de construire des structures périodiques tridimensionnelles de systemes polymériques,
facilitant un emballage réaliste des polymeres et des petites molécules dans ces structures. Cela
peut inclure des applications telles que le dépot d'un revétement polymeére sur une molécule de
médicament ou la création de matériaux nanocomposites complexes. La simulation a utilisé un
rapport molaire de PEG4000 a TQ (1:4), conforme aux données expérimentales. Dix
configurations présentant les énergies les plus négatives ont été prédites, indiquant que la TQ
est le site de liaison le plus stable sur la chaine polymeére. L'étude s'est également concentrée
sur la détermination de I'énergie d'adsorption et de 1a distance entre 1a TQ et la chaine PEG4000.
De plus, le comportement du systéme TQ-PEG4000-NP en milieu aqueux a été prédit a l'aide
d'un modele de criblage similaire a un conducteur (COSMO). Cet aspect de 1'étude a examiné
l'effet de la solvatation sur la stabilité des complexes de TQ adsorbés, avec la constante

diélectrique de I'eau fixée a 78,54, reflétant son environnement solvants.
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Résultats et discussions

1. Test d’efficacité d’encapsulation de la TQ, Quer et Curc par PEG4000

L’¢tude de I’efficacité d’encapsulation des molécules actives, a savoir la TQ, la Quer et
la Cur, par le polymére PEG4000 a révélé des taux d’encapsulation trés intéressants résumeés

dans le Tableau 6.

Le taux d’encapsulation de la TQ a atteint environ 99.91% + 0.06, ce qui indique que la
majeure partie de la molécule a été efficacement piégée dans la structure tridimensionnelle du
polymeére PEG lors du processus d’encapsulation. Ce taux exceptionnel surpasse de manicre
significative celui d’autres systemes d’encapsulation comme chitosan-TQ (75.7 %) [287] et

PVP-TQ (83.2 %) comme rapporté dans des études antérieures [276].

En ce qui concerne la Quer, le taux d’encapsulation atteint 93.93% + 1.8, un excellent
résultat qui reste compétitif bien que les études sur des systeémes similaires, comme les
liposomes, montrent des taux légerement inférieurs dans certains cas. Comparativement,
I’efficacité d’encapsulation de PEG4000 reste supérieure a celle observée pour d’autres
systémes, comme les liposomes non recouverts (79.26%) ou ceux recouverts de chitosan
(71.14%) [288], renforg¢ant ainsi le potentiel de PEG4000 pour encapsuler la Quer de manicre

plus efficace.

Quant a la Cur, bien que le taux d’encapsulation soit légeérement inférieur, atteignant
84.75% =+ 0.3, il demeure intéressant en comparaison avec d’autres systémes comme les
nanoémulsions, qui ont atteint 90.56% [289]. Toutefois, le PEG4000 présente des avantages
notables, notamment en termes de stabilité et de libération contrdlée. Les résultats montrent
que, méme si le taux d’encapsulation de la Cur est plus bas que celui des autres molécules,
PEG4000 reste compétitif et pourrait offrir des avantages en matiére de solubilité et de
libération prolongée. Cela indique que la formulation de Cur avec PEG4000 peut encore étre
optimisée pour obtenir de meilleurs résultats, notamment en ajustant le processus de synthése

ou en explorant 1’utilisation de co-polymeres.

Enfin, la comparaison de ces résultats met en évidence 1’efficacité du PEG4000 pour
I’encapsulation de la TQ et de la Quer, ou il devance largement d’autres systémes comme les

liposomes et le chitosan. Bien que 1’efficacité¢ d’encapsulation de la Cur soit inférieure a celle
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observée pour les autres molécules, le PEG4000 reste une option valable, avec un potentiel

d’amélioration par le biais d’ajustements dans la formulation.

Tableau 6 : Comparaisondes taux d'encapsulationde la TQ, Quer et Cur avec PEG4000

Molécule Taux SM Observations
d’encapsulation ()
(%)
TQ 99.91 +0.06 | Taux  exceptionnel,  surpassant les

formulations avec d'autres polymeéres (ex.
chitosan, PLGA).

Quer 93.93 +1.8 Taux trés elevé, comparativement plus
efficace avec d'autres systémes de nano-

encapsulation (ex. liposomes, chitosan).

Cur 84.75 +0.3 Moins efficace que les autres, mais reste
compétitive par rapport a d’autres systémes

d’encapsulation rapportés.

2. Testde libération de 1a TQ, la Quer et la Cur a différents pH in vitro

Les profils de libération des substances actives encapsulées dans les complexes TQ-
PEG4000-NP, Quer-PEG4000, et Cur-PEG4000 ont été évalués sous différentes conditions de
pH afin de simuler des environnements physiologiques. Pour la TQ, la libération dans un milieu
acide (pH 1,2) a montré une libération modérée, atteignant 17,63 pg/ml aprés 180 minutes. A
pH 6,9 (neutre), la libération a atteint 17,46 pg/ml, eta pH 7,4 (basique), une libération similaire
que les autres pH a été observée, atteignant 17,26 pg/ml a la fin de I'expérience ces résultats
sont mentionnés dans la Figure 10 (A). Il est a noter que la libération dans des solvants
organiques comme 1’acétonitrile a été beaucoup plus rapide, culminanta 19,93 pg/mlapres 180
minutes Figure 10 (B), suggérant une meilleure solubilité de la TQ dans ces solvants. Ces
résultats sont soutenus par les travaux de Greenwald et al. (2003) qui montrent que des
formulations PEGylées permettent une libération plus lente et controlée des médicaments,
notamment des molécules hydrophobes comme la TQ, dans des environnements aqueux et

organiques [290].
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Concernant la Quer, la libération a été plus faible dans un milieu acide, atteignant
seulement 0,57 pg/ml aprés 180 minutes & pH 1,2. A pH 6.9, la concentration a augmenté a
4,47 ug/ml, et a pH 7,4, la libération était encore plus marquée, avec une concentration finale
de 8,72 png/ml, ce qui indique une libération optimale dans des conditions basiques proches du
pH physiologique Figure 10 (C). En comparaison avec 1’eau, les solvants organiques tels que
1’acétonitrile ont conduit a une libération beaucoup plus rapide, atteignant 267 pg/mlapres 180
minutes Figure 10 (D). Ce phénomeéne de libération plus rapide de la Quer dans des solvants
organiques est également observé dans les études de Zamani et al. (2019) qui indiquent que les
formulations a base de PEG favorisent la libération accélérée de la Quer en milieu organique

[291].

Enfin, la libération de la Cur dans un milieu acide (pH 1,2) a été¢ modérée, atteignant 7,97
ng/ml aprés 180 minutes et culminant a 8,68 pg/mlapreés 1440 minutes, indiquant une vitesse
de libération relativement lente. A pH 6,9, une libération Iégérement plus faible a été observée
atteignant 5,39 pg/ml a 180 minutes et 5,74 pg/ml aprés 24 heures. A pH 7,4, les concentrations
finales étaient similaires a celles observées a pH 6,9, culminant a 5,21 pg/ml aprés 1440
minutes, suggérant que la libération est plus freinée dans des conditions basiques Figure 10
(E). Dans I’eau, la libération était plus importante que dans les milieux physiologiques,
atteignant 8,76 pg/ml apres 180 minutes et stabilisant autour de 10,01 pg/ml apres 24 heures.
Enfin, dans I’acétonitrile, une libération significativement plus rapide et efficace a été observée,
atteignant des concentrations élevées de 243,58 pg/ml aprés 180 minutes et 242,78 ug/ml apres
1440 minutes Figure 10 (F), démontrant une meilleure solubilité de la Cur dans ce solvant
organique. Ces résultats sont en accord avec les conclusions d’Ayubi et al. (2019) qui ont
observé que la Cur PEGylée présente une libération plus rapide dans des milieux acides ou
organiques, confirmant I'impact crucial du solvant et du pH sur la libération des molécules

hydrophobes comme la Cur [292].
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Figure 10. Profil de libération : (A) TQ-PEG4000-NP dans Différents pH; (B) TQ-PEG4000-
NP dans des solvants; (C) Quer-PEG4000 dans Différents pH; (D) Quer-PEG4000 dans des
solvants; (E) Cur-PEG4000 dans Différents pH; (F) Cur-PEG4000 dans des solvants.

Comparativement, les profils de libération des trois substances encapsulées (TQ, Quer et

Cur) varient en fonction du pH et du type de solvant. La TQ et la Quer ont une libération plus
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lente en milieu acide et plus rapide dans des conditions neutres ou basiques, atteignant des
concentrations maximales a pH 7,4, mais la libération de la Quer reste inférieure a celle de la
TQ dans les mémes conditions. La Cur, en revanche, est libéré davantage en milieu acide et
moins en milieu neutre ou basique, ce qui la rend moins influencée par des conditions basiques.
Dans les solvants organiques comme 1’acétonitrile, la libération de toutes les molécules est
accélérée, mais la Cur se distingue par une concentration bien plus élevée, illustrant sa forte
hydrophobicité et sa meilleure solubilité dans ces milieux. Cette tendance est également
observée dans les travaux de Khatoon et al. (2020), ou la Cur PEGylée a montré une libération
significativement plus rapide dans les solvants organiques, confirmant sa forte solubilité dans
ces milieux et son efficacité accrue en tant qu'agent thérapeutique dans des environnements non

aqueux [293].

Ces résultats montrent que pour une libération optimale, la TQ et 1a Quer requierent des
conditions de pH légérement basique, tandis que la Cur nécessite des solvants organiques pour

une meilleure solubilité.

3. Analyse Infrarouge a Transformée de Fourier (FTIR) : Etude Comparative des

Systemes Encapsulés

3.1.Interactions Physiques et Chimiques Détectées via FTIR

La spectroscopie infrarouge a transformée de Fourier a révélé des changements
spécifiques dans les spectres de chaque molécule active encapsulée, permettant de différencier

les interactions physiques des interactions chimiques.

La Figure 11 montre que I’encapsulation de la TQ présente des changements au niveau
du spectre. Une nouvelle bande d'étirement a 3441 cm™! attribuée au groupement (O-H) est
apparue dans le spectre de TQ-PEG4000-NP. Le pic observé a 1637 cm’!, attribué au
groupement C=0 (Figure 11 .B) a ¢té atténu¢ apres encapsulation [294, 295]. De méme, le pic
de la TQ observé a 2966 cm™' et qui est attribué¢ au groupement (C-H) (Figure 11.B) a été
presque disparu aprés encapsulation (Figure 11.A) [296]. L'absence de nouvelles bandes
spécifiques et I'atténuation des pics caractéristiques (1637 cm™ pour le C=0 et 2966 cm ™' pour
le C-H) confirment que I'encapsulation n'altére pas les groupes fonctionnels principaux. En
outre cette encapsulation implique des interactions physiques probable et un enveloppement

par le PEG sans liaisons spécifiques ce qui a été confirmé par la (DFT) par la suite. Ces
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interactions physiques favorisent une libération rapide dans l'eau tout en maintenant la

compatibilitéavec divers pH [276].
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Figure 11 : Spectre FTIR : (A) complexe TQ-PEG4000-NP ; (B) TQ ; (C) PEG4000 et (D)
P123.

La Figure 12 montre le spectre FTIR de la Quer, du PEG4000 et du complexe Quer-
PEG4000). Le pic observé a 3441 cm™! (Figure 12.B) attribué au groupement hydroxyle O-H
a été atténué apres encapsulation. En parallele, une Iégere modification a été observé au niveau
de la bande 2966 cm™ et qui est attribué au groupement C-H (Figure 12.A) [297] [298]. Ces
résultats peuvent étre expliquer par la formation de microcristaux ainsi que des interaction (O-
H) ce qui apporte une meilleure stabilisation. Cette stabilisation dans une matrice cristalline
pourrait ameliorer la biodisponibilité et favoriser une libération progressive, ce qui est
particulierement intéressant pour des applications pharmacologiques nécessitant une diffusion
contrblée [299].
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Figure 12 : Spectre FTIR : (A) complexe Quer-PEG4000 ; (B) Quer ; (C) PEG4000 ; (D) P123.

Le spectre FTIR du complexe Cur-PEG4000 indique I’apparitiond’un pic a 1635 cm™
attribué au groupement (C=C), avec un élargissement de la bande 3300-3400 cm™ qui
correspond au groupement (O-H) (Figure 13.A) [294, 295, 300, 301]. En outre, les pics a 3000
cm ! attribué au étirement des groupements (C-H), et a 3700 cm™ attribué¢ au vibration
d’étirement (O-H) (Figure 13.B) ont disparu [302, 303]. Ces interactions, notamment les
liaisons hydrogene, traduisent une encapsulation stable, idéale pour une libération contrdlée et

une amélioration de la stabilité et de la biodisponibilité [304].
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Figure 13 : Spectre FTIR : (A) complexe Cur-PEG4000 ; (B) Cur ; (C) PEG4000 ; (D) P123.

3.2. Comparaison des Effets des Interactions sur les Propriétés Spectrales et

Fonctionnelles

Les analyses FTIR mettent en évidence des effets distincts des interactions entre les
molécules actives (TQ, Quer, Cur) et le PEG4000 sur leurs propriétés spectrales, leur stabilité
et leurs profils de libération. Ces résultats soulignent que les mécanismes d’encapsulation
different selon la structure chimique de la molécule active. Alors que la TQ semble
majoritairement interagir de maniére physique, la Quer et la Cur montrent des interactions
hydrogéne, suggérant une interaction chimique plus marquée. Ceci impacte et explique le profil

de libération des principes actifs discutés plus haut.
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4. Morphologie et structure des particules encapsulées (MEB) et analyse chimique

(EDS)

Les observations par le microscope électronique a balayage (MEB) mettent en évidence
les différences notables de morphologie et de structure des particules encapsulées pour la TQ,
la Quer et la Cur. Les particules encapsulées de TQ présentent une structure sphérique et
homogene, avec une texture relativement lisse. Leur taille est extrémement petite, avec une
moyenne de 46,31 + 14,09 nm (Figure 14, A), ce qui constitue un avantage significatif pour
des applications pharmacologiques nécessitant une absorption rapide. La nature amorphe des
particules, confirmée par I’absence d’indices de cristallinité [305, 306], favorise une dissolution
immeédiate aprés administration ce qui est cohérent avec la libération rapide observée dans les
solvants organiques et la libération plus modérée dans les environnements physiologiques a

différents pH.
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Figure 14 : A) Image MEB B) Spectre EDS des Nanoparticules TQ-PEG4000-NP.

Les particules encapsulées de Quer révelent une structure lamellaire, typique des
microcristaux organisés. Leur taille moyenne est de 2 + 0,5 pm (Figure 15, A), avec une
distribution homogene et une texture lisse. Ces caractéristiques suggerent que la Quer
encapsulée pourrait exister sous forme de microcristaux. Cette cristallinité confére a la molécule
une meilleure stabilité chimique et des propriétés pharmacocinétiques optimisées [307]. En
effet, les microcristaux favorisent une dissolution controlée et une libération prolongée,
réduisant les pics plasmatiques rapides et augmentant 1’absorption intestinale [308], ce qui est
en accord avec la libération plus lente dans des environnements acides et la libération optimisée

a des pH physiologiques remarqué lors du test de libération des molécules. Ces attributs en font
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une candidate idéale pour des formulations destinées au traitement de pathologies

inflammatoires chroniques y compris le diabéte.
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Figure 15 : A) Image MEB B) Spectre EDS du complexe Quer-PEG4000.

En comparaison, les particules encapsulées de Cur présentent une texture granuleuse et
une structure irrégulieére avec des zones d’agglomération visibles. Les particules encapsulées

sont plus grandes et hétérogénes (5 a 10 um) (Figure 16, A). Cette morphologie pourrait
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indiquer une moindre cristallinité, bien que la présence de microcristaux ne puisse étre
totalement exclue. Ces caractéristiques pourraient influencer négativement la solubilité et la
biodisponibilité de la Cur encapsulée [309]. Toutefois, les avantages liés a sa structure chimique
intrinséque, notamment ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes, restent

significatifs.
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Figure 16 : A) Image MEB B) Spectre EDS du complexe Cur-PEG4000.
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L’analyse par spectroscopie de dispersion d’énergie (EDS) met en évidence une forte
proportion de carbone (C) et d’oxygene (O) pour les trois molécules étudi¢es (Figure 14(B),
Figure 15(B), Figure 16(B)). Cette composition ¢lémentaire, limitée a ces deux éléments,
indique 1’absence d’impuretés dans les particules encapsulées, renfor¢ant ainsi leur pureté

chimique.

5. Potentiel Zeta

Le potentiel z&ta, associé¢ a la mobilité électrophorétique des particules est une mesure
essentielle pour évaluer la charge de surface et la stabilité colloidale des systémes encapsulés.
Une forte valeur absolue du potentiel z€éta, combinée a une mobilité¢ électrophorétique
cohérente, traduit une bonne dispersion et une stabilité accrue. Pour les microcristaux Quer-
PEG4000, le potentiel z€ta atteint un pic significatifde -57,3 mV (22,25 a.u.) (Figure 17, A),
avec une mobilité électrophorétique correspondante de -0,00044 cm?/V:-s (Figure 17, B),
confirmant une stabilité colloidale élevée [310]. Ces résultats concordent avec les observations
obtenues par MEB et FTIR. L’analyse MEB montre une structure lamellaire homogéne avec
des particules de taille moyenne de 2 + 0,5 um, tandis que le FTIR rév¢ele une atténuation des
bandes O-H (3441 cm™), indiquant une cristallinité renforcée et une libération progressive. Ces
caractéristiques, soutenues par les données de potentiel z€ta, suggerent que la Quer encapsulée

existe sous forme de microcristaux stabilisés.
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Figure 17 : (A) Potentiel Zeta et (B) mobilité électrophorétique des microcristaux Quer-
PEG4000.
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Pour les microcristaux Cur-PEG4000, le potentiel zEta atteint un pic de -45,5 mV (49,36
a.u.) (Figure 18, A), avec une mobilité électrophorétique associée de -0,00035 cm?/V s (Figure
18, B). Bien que ces valeurs indiquent une certaine stabilité colloidale, elles reflétent également
une propension accrue a 1I’agglomération [311], confirmée par les images MEB qui révélent une
texture granuleuse et hétérogene ainsi que les analyses FTIR qui montrent un décalage des
bandes (C=C) et 1’apparition de nouveaux pics faibles (1700-1750 cm™), témoins d’interactions

chimiques significatives mais d’une cristallinité réduite.
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Figure 18 : (A) Potentiel Zeta et (B) mobilité électrophorétique des microcristaux Cur-
PEG4000.

6. Etude in-silico de I’interaction moléculaire.

6.1 Investigation théorique de I’interaction des nanoparticules TQ-PEGa00-NP

Des calculs DFT ont été réalisé afin d’examiner les énergies d’adsorption, les distances
d’interaction et les configurations de liaison entre la TQ et le PEG4000. Reposant sur des
principes premiers, cette approche a identifié le site d’adsorption optimal et clarifié les
mécanismes d’interaction au niveau moléculaire. Dix chaines polymériques de PEG, de
longueurs variant de dix a 90 unités ont ét¢ employées pour atteindre cet objectif. La méthode
appliquée a généré avec succes dix configurations distinctes du systéme TQ-PEG4000-NP. La
configuration thermodynamiquement la plus stable a été déterminée sur la base de 1'énergie
d'adsorption la plus négative. Les énergies d'adsorption (AE) des composants interagissant au

sein du complexe étudié ont été estimées a 1'aide de 1'équation suivante :
AE = E(complexe) — E(TQ) —E(PEG).....ccoiiiiiiiiiiiiiii e (Eq3)
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ou E(TQ), E(PEG), et E(complexe) sont les énergies de la thymoquinone, du porteur et

du complexe, respectivement.

Une comparaison des résultats présentés dans le Tableau 7 met en évidence 1'influence
de la longueur des chaines polymériques sur 1'énergie d'interaction. En phase gazeuse, les
valeurs variaient avec 1'énergie la plus €levée observée pour n=10 (AE TQ-PEG = — 30,222

kcal/mol) et la valeur la plus basse pour PEGn = 90 (AE TQ-PEG = —420,120 kcal/mol).

Tableau 7 : Energies d'interaction (AE en kcal/mol) entre 1a TQ et différentes chaines de PEG
(n =10 & 90) dans les phases gazeuse et aqueuse avec la distance mesurée (A).

Le degré de Phase gazeuse Eau AErq-peG Distance Distance
polymérisation (n) AEt1q-rEG (kcal/mol) phase eau (A)
du PEG (kcal/mol) gazeuse (A)

n=10 -30.222 -21.129 245 2.50
n=20 -51.129 -41.197 2.40 2.50
n=30 -189.899 -169.699 2.20 2.50
n=40 -171.717 -158.917 2.35 245
n=50 -182.126 -179.295 2.15 2.15
n=60 -295.777 -270.897 2.00 2.50
n=70 -300.101 -264.521 1.95 2.00
n=80 -350.124 -319.221 1.95 2.00
n=90 -420.120 -400.111 1.85 1.95

La distance la plus courte mesurée entre la TQ et la chaine PEGn = 90 était de 1,85 A.
L'énergie impliquée dans 1'adsorption provient principalement des interactions de Van der
Waals. L'examen des résultats de simulation Figure 19 révele que le composé actif (la TQ) se
positionne systématiquementavec les groupes isopropyle et méthyles orientés vers les atomes
de la chaine polymérique. En méme temps, le cycle contenant deux doubles liaisons semble
légerement distant de la chaine polymérique. Cette disposition spatiale est principalement due
a des interactions attractives de Van der Waals, tandis que l'interaction avec le cycle apparait

quelque peu répulsive [312].
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Figure 19 : Présentation des configurations finales des différents systémes d'encapsulation TQ-
PEG dans la phase gazeuse avec une longueur de chaine variable (n = 10 a 90) : la TQ est

colorée en orange, le polymeére est coloré en vert selon le modele CPK.

En outre, la TQ a été trouvée dans trois positions : premi€rement, entourée par la chaine
polymérique, enveloppée dedans ; deuxiémement, positionnée a I'extérieur de la chaine le long
de salongueur ; et enfin, localisée a l'extrémité de la chaine de PEG. Ces observations ont fourni
des informations précieuses sur la dynamique spatiale de l'interaction TQ-PEG4000, éclairant

les forces intermoléculaires en jeu lors de 'adsorption.

Dans la Figure 20, la configuration optimisée du complexe TQ-PEG4000-NP a un

rapport molaire de 1:4 estillustrée, ce qui est cohérent avec la préparation expérimentale. Trois
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modes de liaison ont été discernés lors de 1'examen des poses potentielles de dépot de 1a TQ sur
la chaine polymérique PEGn =90. Tout d'abord, la TQ a été déposée sur la surface du PEG4000,
¢tablissant des forces robustes d'interactions de Van der Waals. De plus, le PEG4000 encapsule
la TQ dans la cavité, comme illustré dans la Figure 20. Enfin, a un autre site de liaison, la TQ
adhere efficacement au polymeére PEG4000 grace a une liaison hydrogéne robuste formée entre
I'atome d'hydrogene du groupe hydroxyle (OH) de la chaine PEG et 1'atome d'oxygene du
groupe quinone sur la molécule de TQ [313]. La distance de cette interaction a été mesurée a
1,8 A. Dans une étude in silico antérieure, des PEG de différentes tailles ont été évalués pour
leur interaction avec les molécules d'eau et la dihydrothymoquinone. Le PEG composé de 90
monomeres offre une bonne efficacité d'encapsulation [314]. Ces modes de liaison diversifiés
fournissent une vue complete des interactions complexes entre la TQ et le PEG4000, offrant

des informations précieuses sur la dynamique structurelle du complexe PEG-TQ.

Figure 20 : Configuration possible d'adsorption du complexe TQ-PEG4000-NP pour le rapport

molaire expérimental 1:4 (paramétres de la maille: a=b =c=19,72)

Expériences biologiques.
1 Effet cytotoxique des molécules libres et leurs complexes sur les deux lignées

cellulaires EMT6 et les NIT-1.

1.1. Effet cytotoxique sur les EMT6
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L’¢évaluation cytotoxique de la TQ, le PEG4000 et les nanoparticules TQ-PEG4000-NP
démontrent qu’aucun effet cytotoxique n’a été observé sur les cellules tumorales EMT6 (Figure
21). Bien que la TQ libre ait montré un léger effet toxique a faible dose, cet effet disparaita des
concentrations plus élevées, avec une viabilité cellulaire restant supérieure a 92 %. L’enrobage
de la TQ avec le PEG4000 a complétement annulé cet effet toxique léger, probablement en
réduisant le contact direct de la TQ avec les cellules, ou en raison de la faible concentration de
TQ dans le complexe (170 pg de TQ pour 1 mg de complexe). Une étude sur les cellules de
carcinome mammaire murin a révélé que la TQ inhibe la prolifération des cellules EMT6 de
manicre concentration-dépendante, mais sans induire une cytotoxicité excessive aux doses plus
¢levées [315]. De plus, des recherches similaires ont observé que I’enrobage de la TQ dans des
nanoparticules ou des complexes comme le PEG, peut réduire les effets toxiques observés avec

la TQ libre et augmenter 'efficacité anticancéreuse tout en protégeant les cellules saines [316].
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Figure 21 : (A) : Cytotoxicitéde la TQ, PEG4000, TQ-PEG4000-NP, Doxo en référence ; (B)
image microscope inversé témoin- apres 72 h d’incubation ; (C) image microscope inversé des
EMT®6 traité avec 30 pg/ml de TQ-PEG4000-NP.

Concernant la Quer et les microcristaux Quer-PEG4000, les résultats (Figure 22)
montrent que les deux produits n'ont eu aucun impact significatif sur la viabilité des cellules
tumorales EMT6, suggérant une absence de toxicité substantielle. Toutefois, la Quer encapsulée
a montré un effet toxique modéré a la dose de 30 pg/ml, avec une viabilité de 56 %. Cette
toxicité modérée de la Quer encapsulée est comparable aux effets observés dans une étude

similaire ou les micelles Pluronic® F-127/Tween 80 chargées de Quer présentaient une valeur
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IC50 inférieure contre les cellules cancéreuses du sein a celle de la Quer libre, ce qui indique

une cytotoxicitéaccrue [317].
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Figure 22 : (A) : Cytotoxicité de la Quer, PEG4000, Quer-PEG4000, Doxo en référence ; (B)
image microscope inversé témoin- apreés 72h d’incubation ; (C) image microscope inversé des
EMTG6 traité avec 30ug/ml de Quer-PEG4000.

Concernant la Cur libre, elle présente des effets cytotoxiques marqués dés la
concentration de 3 pg/ml, avec une viabilité de 71 %. Cet effet s’améliore 1égerement a 10
pg/ml (75 %) et reste relativement stable autour de 74 % a 30 pg/ml (Figure 23). Ces résultats
montrent que la Cur libre réduit la viabilité des cellules tumorales a des concentrations plus
faibles, mais I’impact reste modéré, sans effet de cytotoxicité extréme. Lorsque les
microcristaux Cur-PEG4000 sont appliqué, les effets cytotoxiques sont plus faibles, avec des
viabilités cellulaires de 79 % a 3 pg/ml, 86 % a 10 pg/mlet 81 % a 30 pg/ml. Cela suggere que
I’encapsulation de la Cur dans PEG4000 proteége partiellement les cellules tumorales des effets
toxiques de la Cur. Dans des études antérieures sur la Cur encapsulée, il a été¢ démontré que la
Cur encapsulée dans ces nanocapsules a une efficacité d'encapsulation élevée de 70 % et une
cytotoxicité significative contre les cellules cancéreuses du sein MDA-MB-231 et MCF-7,

surpassant la Cur non encapsulée [318].
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Figure 23 : (A) : Cytotoxicité de la Cur, PEG4000, Curr-PEG4000, Doxo en référence ; (B)
image microscope inversé témoin- apres 72h d’incubation ; (C) image microscope inversé des
EMTG6 traité avec 30ug/ml de Cur-PEG4000.

1.2.Effet cytotoxique sur les NIT-1

Les résultats obtenus pour la TQ libre, le PEG4000 et les nanoparticules TQ-PEG4000-
NP (Figure 24) ont montré des effets variés selon les concentrations. La TQ libre a présenté
une cytotoxicité modérée avec une diminution de la viabilité cellulaire observée a 60 pg/ml, ou
la viabilité a été réduite a environ 68 %. Le PEG4000 seul n'a montré aucun effet cytotoxique
sur les cellules B NIT-1. En revanche, les nanoparticules TQ-PEG4000-NP ont stimulé la
prolifération des cellules B, entrainant une augmentation de la viabilité cellulaired'environ 120
%, suggérant ainsi un effet bénéfique ou une amélioration de la prolifération cellulaire . En
comparaison, la TQ liposomale a entrainé une diminution dose-dépendante de I'activité
métabolique des cellules MCF7 et MCF10, réduisant leur viabilit¢ d’environ 50 % a une
concentration de 50 uM [319]. En conclusion, la TQ libre présente des effets cytotoxiques
modérés a des concentrations relativement €levées sur les cellules B-pancréatiques, mais
n'affecte pas de maniére significative les cellules tumorales EMT6. L'encapsulation de la TQ
dans PEG4000 réduit la toxicité tout en maintenant les effets bénéfiques des nanoparticules,

notamment la stimulation de la prolifération des cellules f3.
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Figure 24 : (A) : Cytotoxicité de la TQ, PEG4000, TQ-PEG4000-NP sur les NIT-1 ; (B) image
microscope inversé témoin- apres 72h d’incubation ; (C) Image microscope inversé des NIT
traité¢ avec 60pug/ml de TQ ; (D) Image microscope inversé des NIT traitées avec 60pg/ml de
TQ-PEG4000-NP

De maniére similaire, la cytotoxicité de la Quer, du PEG4000 et des microcristaux Quer-
PEG4000 a été évaluée sur la lignée cellulaire NIT-1 (Figure 25). La Quer libre a montré une
légere cytotoxicité a la concentration de 60 pg/ml, réduisant la viabilité cellulaire a 77 %. Le
PEG4000 n'a montré aucune toxicité, tandis que les microcristaux Quer-PEG4000 ont stimulé
la prolifération des cellules B entrainant une viabilité d'environ 115 % pour la moyenne des
concentrations testées. Il a ¢té démontré dans une autre étude que la Quer libre réduit la viabilité
des cellules B de I'INS-1 de maniere dose-dépendante, avec une IC50 d'environ 25 uM [320].
Une autre étude a montré que les nanosphéres polymeres congues pour 1'administration de Quer

n’influencent pas la viabilité cellulaire, ce qui indique une faible cytotoxicité [321].
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Figure 25 : (A) : Cytotoxicité de la Quer, PEG4000, Quer-PEG4000 sur les NIT-1 ; (B) image
microscope invers¢ témoin- apreés 72h d’incubation ; (C) Image microscope inversé des NIT
traité avec 60pg/mlde Quer ; (D) Image microscope inversé des NIT traitées avec 60pug/ml de
Quer-PEG4000.

Concernant la Cur libre, elle a montré un effet cytotoxique significatif a 3 pg/ml,
réduisant la viabilité a 71 %, mais cet effet semble diminuer a mesure que la concentration
augmente, atteignant 83 % a 60 pg/ml (Figure 26). La Cur exerce donc une pression
cytotoxique sur les cellules f a faible concentration, mais cette toxicité diminue a des
concentrations plus élevées, ce qui pourrait indiquer une réponse adaptative des cellules B. En
revanche, les microcristaux Cur-PEG4000 ont amélioré la viabilité cellulaire, avec des résultats
allant de 79 % a 3 pg/ml a 87 % a 60 pg/ml. Cela suggere que l'enrobage de la Cur dans
PEG4000 protege les cellules B de la toxicité de la Cur, mais n’induit pas la stimulation de la
prolifération. Dans une étude récente, il a été rapporté que la Cur encapsulée dans 1’alginate n’a

pas affecté la viabilité cellulaire des cellules 3 [322].
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Figure 26 : (A) Cytotoxicité de la Cur, PEG4000, Cur-PEG4000 sur les NIT-1 ; (B) image
microscope inversé témoin- apres 72h d’incubation ; (C) Image microscope inversé des NIT
traité avec 60pg/mL de Cur ; (D) Image microscope invers¢ des NIT traitées avec 60ug/mL de
Cur-PEG4000

2 Effet des molécules libres et leurs complexes sur la viabilité et la sécrétion d’insuline

des ilots de Langerhans.

2.1. Effet cytotoxique de 1a TQ sur les ilots de Langerhans

Les résultats (Figure 27) montrent les effets cytotoxiques de la TQ libre et encapsulée
TQ-PEG4000-NP sur la viabilité des cellules des ilots pancréatiques, exprimée en nombre de
cellules viables (x10* cellules/mL). Une exposition a 30 pg/mL de TQ libre a entrainé une perte
d’environ 40 % de la viabilité des cellules des ilots. En revanche, les ilots traités avec les
nanoparticules TQ-PEG4000-NP a la méme concentration ont maintenu une viabilité stable et
ont méme montréune légeére amélioration par rapport au controle négatifou les cellules B n’ont

recu aucun traitement.
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Figure 27 : (A) Viabilite des cellules des flots traitees avec TQ (30 pg/mL) et TQ-PEG4000-
NP (30 pg/mL); (Cl1) Ilot traite avec TQ-PEG4000-NP (30 pg/mL) aprés 24 heures ; (C2) Ilot
traité avec TQ-PEG4000-NP (30 pg/mL) apres 48 heures; (C3) Ilot traité avec TQ (30 pg/mL)

aprés 24 heures. C4) ilot traité avec TQ (30 pg/mL) aprés 48 heures. Pour chaque ensemble (n = 3),
les données sont exprimées en moyenne = SEM. Ns : non significatif, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001,
significatifpar rapport au contrdle (test ANOVA unidirectionnel suivi du test post hoc de Tukey). Les flots ont été
observésaun grossissementde 10x

2.2. Sécrétion d’insuline des ilots de Langerhans

Les résultats des essais de sécrétion d’insuline, illustrés dans les Figure 28, Figure 29 et
Figure 30, permettent d’évaluer I’effet de différentes molécules et formulations sur les 1lots
pancréatiques. La Figure 28 montre qu’il n’y a aucune différence significative entre le groupe
controdle et celui traité avec le polymére PEG4000, indiquant que ce dernier n’a pas d’effet sur
la stimulation de I’insuline. En revanche, les cellules traitées avec TQ libre ou les nanoparticules
TQ-PEG4000-NP présentent une augmentation hautement significative de la sécrétion
d’insuline, mettant en évidence un effet stimulant notable de 1a molécule. Fait intéressant, bien
que la quantité réelle de TQ encapsulée dans les nanoparticules soit de 5,1 pg/mL, aucune
différence significative n’a ¢été observée entre les deux formulations, suggérant que

I’encapsulation a amélioré la solubilité de la TQ.
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Figure 28 : Insuline sécrétée par les ilots traités avec le PEG4000, 1a TQ (30 pg/mL) et la TQ-

PEG4000-NP (30 pg/mL). Pour chaque test (n= 3), les données sont exprimées en moyenne+ SEM. N :
non significatif, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA

unidirectionnel suivi du test post hoc de Tukey).

Les données de la Figure 29 confirment I’absence d’effet du PEG4000 seul, car aucune
différence significative n’est observée entre les groupes contrdle (C") et PEG4000. Cependant,
une augmentation notable de la sécrétion d’insuline est détectée dans les groupes traités avec la
Quer et les microcristaux Quer-PEG4000. Bien que la quantit¢ de Quer encapsulée dans
QuerP60 soit inférieure a celle de la Quer libre dans Quer60, les deux groupes montrent des
résultats similaires en termes de stimulation de I’insuline. Cela suggére que 1’encapsulation a
significativement amélioré les propriétés physico-chimiques de la Quer, notamment sa
solubilité et sa biodisponibilité, permettant a la formulation encapsulée de produire un effet

comparable a celui de la molécule libre.
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Figure 29 : Insuline sécrétée par les ilots traités avec le PEG4000, la Quer (60 pg/mL) et la

Quer-PEG4000 (60 png/mL) Pour chaque test (n = 3), les données sont exprimées en moyenne = SEM. N :
non significatif, *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, significatif par rapport au controle (test ANOVA
unidirectionnel suivi du test post hoc de Tukey).

En revanche, la Figure 30 met en lumiere un comportement distinct pour la Cur. Une
diminution hautement significative de la sécrétion d’insuline est observée dans les groupes
traités avec la Cur libre et son complexe encapsulé Cur-PEG4000 a 60pg/mL, par rapport au
groupe controle et au PEG4000 seul. Cette diminution est similaire dans les deux groupes
contenant de la Cur, bien que la quantité¢ de Cur encapsulée dans Cur-PEG4000 a 60 pg/mL
soit significativement inférieure a celle de la Cur libre. Ces résultats indiquent que,
contrairement a la TQ et a la Quer, la Cur, qu’elle soit libre ou encapsulée, réduit
significativement la sécrétion d’insuline et que 1’encapsulation avec PEG4000 n’induit ni effet

synergique ni bénéfice supplémentaire dans ce contexte.
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Figure 30 : Insuline sécrétée par les ilots traités avec le PEG4000, la Cur (60 pg/mL) et la Cur-

PEG4000 (60 pg/mL) Pour chaque test (n = 3), les données sont exprimées en moyenne +SEM. Ns : non
significatif, *P < 0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001, significatif par rapp ortau controle (test ANOVA unidirectionnel
suivi du test post hoc de Tukey).

3 Effet protecteur des molécules sur les NIT-1 endommagées par la STZ

3.1. Viabilité des cellules NIT-1

Dans la présente étude, les cellules B NIT-1 ont été incubées avec de la STZ (6 mM) et la
viabilité cellulaire a été mesurée a deux concentrations, 10 pg/mL et 30 pg/mL (Figure 31), en
utilisant de la TQ libre, du PEG4000 et des nanoparticules TQ-PEG4000-NP. Les résultats ont
révélé qu'une exposition a la STZ (6 mM) entrainait environ 55 % de mortalité cellulaire dans
les cellules B NIT-1 non traitées. De maniére intéressante, les cellules traitées avec 10 pug/mL
de TQ, puis exposées a 6 mM de STZ, ont montré une protection contre la cytotoxicité, avec
seulement environ 15 % de mortalité cellulaire observée. De méme, les cellules traitées avec
des nanoparticules TQ-PEG4000-NP & 10 ug/mL ont présenté un taux de mortalité cellulaire
de 16,5 % en présence de STZ.

A une concentration de 30 pg/mL, une légére amélioration des effets protecteurs de la TQ
libre et des nanoparticules TQ-PEG4000-NP a été notée. Plus précisément, la STZ a causé
seulement 13 % de mortalité cellulaire chez les cellules traitées avec la TQ libre et 15 % chez
celles traitées avec les nanoparticules TQ-PEG4000-NP. Ces résultats suggerent un effet

protecteur partiel de la TQ et indiquent que 1'encapsulation améliore davantage cette protection.
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D’autres études ont mentionnés I’effet protecteur de plusieurs molécules sur I’effet de la STZ

sur les cellules béta comme la berbérine [323], la mélatonine [324] et la caféine [325].
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Figure 31 : Effet protecteur de la TQ et des nanoparticules TQ-PEG4000-NP sur les cellules
NIT-1 endommagées par la STZ. (A) Viabilité cellulaire des cellules NIT-1 apres un traitement
avec 10 pg/mLde TQ et TQ-PEG4000-NP + 6 mM de STZ ; (B) Viabilité cellulaire des cellules
NIT-1 aprées un traitement avec 30 pg/mL de TQ et TQ-PEG4000-NP + 6 mM de STZ. La STZ
a 6 mM a été utilisé comme controle positif dans les deux expériences. (C) Observation
microscopique (Nikon, Eclipse Ts2) des cellules NIT-1: (C1) Cellules NIT-1 non traitées apres
72 heures de culture (contrdle négatif) ; (C2) Cellules NIT-1 apres 24 heures de traitement avec
la STZ (contrdle positif) ; (C3) Cellules NIT-1 traitées avec 10 pg/mL de TQ + 6 mM de STZ ;
(C4) Cellules NIT-1 traitées avec 10 pg/mL de TQ-PEG4000-NP + 6 mM de STZ ; (C5)
Cellules NIT-1 traitées avec 30 pg/mL de TQ + 6 mM de STZ ; (C6) Cellules NIT-1 traitées
avec 30 pg/mL de TQ-PEG4000-NP + 6 mM de STZ. Pour chaque ensemble (n = 3), les données sont

exprimées sous forme de moyenne = SEM. Ns : non significatif; ¥P < 0,05, **P< 0,01, ¥***P<0,001, ¥****pP <
0,0001, significatif par rapport au controle (test ANOVA a un facteur suivi du test posthoc de Tukey). Les cellules
ont été observées a un grossissement de 20x.
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Les résultats obtenus (Figure 32) ont fourni des données quantitatives détaillées sur
I’effet protecteur induit par les microcristaux Quer-PEG4000 dans les conditions
expérimentales spécifiques de cette étude. Ces constatations mettent en évidence le potentiel
protecteur de ces microcristaux dans le contexte de la lignée cellulaire NIT-1 soumise au stresse
de la STZ. Les résultats montrent que les cellules non traitées ont une viabilité de 100%, tandis
que celles traitées avec la STZ ont une viabilité d'environ 55%. Cependant, I'ajout de Quer a
30pg/mL avant le traitement a la STZ a augmenté¢ la viabilité a 80%. De plus, 1'encapsulation
de la Quer avec du PEG a 30pug/mL a entrainé une viabilité de 92%. A une concentration de
Quer de 60pg/mL, la viabilité esta 79%, mais avec encapsulation avec du PEG, elle est montée
a 97%. Ces résultats suggerent que la Quer, en particulier lorsqu'elle est encapsulée avec du
PEG, offre une protection significative contre les effets néfastes de la STZ sur la viabilité
cellulaire. Dans une étude antérieure il a été constaté que la Quer présente des effets protecteurs
contre le stress oxydatif et les dommages aux cellules p du pancréas dans des modé¢les

expérimentaux de diabete, en particulier dans le diabete induit par la STZ chez le rat [326].
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Figure 32 : Effet protecteur de la Quer et des microcristaux Que-PEG4000 sur les cellules NIT-
1 endommagées par la STZ. (Al) Viabilité cellulaire des cellules NIT-1 apres un traitement
avec 30 pg/mL de Quer et de Quer-PEG4000 ainsi que 6 mM de STZ ; (B1) Viabilité cellulaire
des cellules NIT-1 apres un traitement avec 30 pg/mL de Quer et de Quer-PEG4000 ainsi que
6 mM de STZ. La STZ 6 mM a été utilisé comme contrdle positif dans les deux expériences ;
(A2) Observation microscopique (Nikon, Eclipse Ts2) des cellules NIT-1 traitées avec Quer a
30pg/mL ; (A3) cellules NIT-1 traitées avec Quer-PEG4000 a 30ug/mL ; (B2) cellules NIT-1
traitées avec Quer a 60pug/mL ; (B3) cellules NIT-1 traitées avec Quer-PEG4000 a 60pg/mL.

Pour chaque test (n = 3), les données sont exprimées sous forme de moyenne +£ SEM. Ns : non significatif; *P <
0,05, **P< 0,01, ***P< 0,001, ****P < 0,0001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur
suivi du test post hoc de Tukey). Les cellules ont été observées a un grossissementde 20x.
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Les résultats de la Figure 33 montrent que la STZ induit une réduction significative de
la viabilité cellulaire des cellules B, avec une moyenne de 55 % de viabilité, ce qui confirme
son effet cytotoxique par rapport au contrdle négatif (C-). La Cur pure a 30 pg/mL présente un
effet protecteur modéré avec une moyenne de viabilité de 69,5 %, soit une amélioration par
rapport au test de la STZ. L’augmentation de la concentration de Cur a 60 pg/mL améliore
encore cette protection avec une moyenne de 73,3 %. En revanche, les formulations Cur-
PEG4000 montrent une protection plus marquée. Cur-PEG4000 a 30 pg/mL atteint une
moyenne de 91,5 %, indiquant que 1’encapsulation dans améliore I'efficacité de la Cur. Les
microcristaux Cur-PEG4000 a 60 pg/mL présentent également de bons résultats, avec une
moyenne de 86,5 %, mais légérement inférieure a celle de CurP30. Ces résultats suggérent que
les formulations Cur-PEG sont plus efficace pour protéger les cellules 3 contre les effets de la
STZ que la Cur pure, probablement en raison d’une meilleure solubilité de la Cur lorsqu’elle
est associée au PEG. Dans une étude récente La Cur a démontré un effet protecteur sur les
cellules B du pancréas chez des rats traités par la STZ en réduisant le stress oxydatifet I'apoptose
cellulaire [327]. Une autre étude a confirmé les effets protecteurs de la nano-Cur (nCUR) contre

les dommages induits par la STZ dans les cellules B pancréatiques [328].
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Figure 33 : Effet protecteur de la Cur et les microcristaux Cur-PEG4000 sur les cellules NIT-1
endommagées par la STZ. (A1) Viabilité cellulaire des cellules NIT-1 aprés un traitement avec
30 pg/mL de Cur et CurP plus 6 mM de STZ ; (B1) Viabilité cellulaire des cellules NIT-1 apres
un traitement avec 60 pg/mL de Cur et CurP plus 6 mM de STZ, Dans les deux expérience,
STZ 6 mM a été utilisé comme controle positif. (A2) Observation microscopique (Nikon,
Eclipse Ts2) des cellules NIT-1 traitées avec Cur a 30ug/mL. (A3) Cur-PEG4000 a 30ug/mL ;
(B2) Cur a 60pg/mL ; (B3) Cur-PEG4000 & 60pg/mL. Pour chaque ensemble (n =3), les données sont

exprimées sous forme de moyenne = SEM. Ns : non significatif; ¥*P < 0,05, **P< 0,01, ¥***P<0,001, ¥****P <
0,0001, significatif par rapport au controle (test ANOVA a un facteur suivi du test posthoc de Tukey). Les cellules
ont été observées a un grossissement de 20x.
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3.2. Effet antioxydant des molécules libres et leurs complexes sur les cellules NIT-1

L’étude des marqueurs du stress oxydant révele que la TQ libre augmente
significativement les niveaux de SOD et de GSH (Figure 34 et 35, respectivement), deux
enzymes antioxydantes clés. Par contre, les niveaux de MDA, un indicateur de la peroxydation
lipidique, ont été réduit par la TQ encapsulé (TQP) (Figure 36). Cependant, cette amélioration

est accompagnée d’une toxicité dose-dépendante observée dans les cellules non stressées.

En revanche, I’encapsulation TQ-PEG4000-NP offre une meilleure régulation des effets
antioxydants : bien que 1’encapsulation n’ait eu aucun effet sur les niveaux de SOD et GSH,
elle réduit plus efficacement les niveaux de MDA, soulignant une protection accrue contre les
dommages lipidiques. Ces effets antioxydants sont directement corrélés a 1’amélioration de la
viabilité cellulaire et a la restauration de la fonction des cellules exposées a la STZ. Ainsi,
I’encapsulation de la TQ permet non seulement de limiter la toxicité observée avec la forme

libre, mais aussi d’optimiser son effet protecteur via une modulation stable et prolongée du

stress oxydant.
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Figure 34 : Effet de 1a TQ et TQ-PEG4000-NP sur la SOD a 30 et 60 pg/mL. Pour chaque test (n
= 3), les données sont exprimées sous forme de moyenne+ SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P < 0,01,
***P<0,001, ****P<0,0001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suividu test post hoc

de Tukey).
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Figure 35 : Effet de 1a TQ et TQ-PEG4000-NP sur la GSH a 30 et 60 pg/mL. Pour chaque test(n
= 3), les données sont exprimées sous forme de moyenne+ SEM. Ns : non significatif; *P < 0,05, **P < 0,01,
*¥**¥p<0,001, ¥****P<0,0001, significatif par rapport au controle (test ANOVA a un facteur suividu test post hoc
de Tukey).
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Figure 36 : Effet de la TQ et TQ-PEG4000-NP sur la MDA a 30 et 60pug/mL. Pour chaque test(n

= 3), les données sont exprimées sous forme de moyenne+ SEM. Ns : non significatif; *P < 0,05, **P < 0,01,
*¥**P<0,001, ****P<0,0001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suividu test post hoc
de Tukey).

Les résultats des analyses du stress oxydant montrent que la Quer-PEG4000 offre une
protection antioxydante significativement supérieure par rapport a la Quer libre. Cette

supériorité est mise en évidence par une augmentation marquée de 1'activité de la SOD (Figure
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37), particulierement a la concentration de 60 pg/mL, indiquant une capacité accrue a
neutraliser les radicaux superoxydes. Parallelement, la réduction des niveaux de MDA (Figure
39), un biomarqueur des dommages oxydatifs, confirme l'efficacité de QuerP dans la prévention
de la peroxydation lipidique. Absence d’effet de la Quer et Quer-PEG4000 sur les niveaux du
GSH (Figure 38). Ces observations sont cohérentes avec les données de cytotoxicité qui
indiquent que la Quer encapsulée est moins toxique et préserve mieux la viabilité cellulaire et
avec les effets protecteurs contre la STZ, ou Quer-PEG4000 démontre une meilleure protection
des cellules . L'encapsulation améliore donc la biodisponibilité et 1'efficacité antioxydante de
la Quer, ce qui pourrait s'expliquer par une libération contrdlée et une meilleure interaction avec
les systemes cellulaires. Ces résultats confirment que la Quer encapsulée est une approche
prometteuse pour limiter les effets déléteres du stress oxydant, en particulier dans les conditions

impliquant des agents oxydatifs tels que la STZ
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Figure 37 :(A) Effet de 1a Quer et Quer-PEG4000 sur 1a SOD a 30 pg/mL ; (B) Effet de 1a Quer

et Quer-PEG4000 sur la SOD a 60 pg/mL. Pour chaque test (n = 3), les données sont exprimées sous
forme de moyenne+ SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P<0,0001, significatif
par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suivi du test post hoc de Tukey).
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Figure 38 : (A) Effet de la Quer et Quer-PEG4000 sur la GSH a 30pug/mL ; (B) Effet de 1a Quer

et Quer-PEG4000 sur la GSH a 60 pg/mL. Pour chaque test (n = 3), les données sont exprimées sous
forme de moyenne+ SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P<0,0001, significatif
par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suivi du test post hoc de Tukey).
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Figure 39 : (A) Effet de la Quer et Quer-PEG4000 sur la MDA a 30 pg/mL ; (B) Effet de la

Quer et Quer-PEG4000 sur la MDA a 60 pg/mL. Pour chaque test (n=3), les données sont exprimées
sous forme de moyenne £ SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P< 0,001, ****P < 0,0001,

significatifpar rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suivi du testpost hoc de Tukey).

Les résultats obtenus montrent que la Cur, sous ses formes libre et encapsulée, agit
efficacement contre le stress oxydant, avec des variations notables entre les deux formulations.
La diminution significative des niveaux de MDA (Figure 42) dans les groupes traités avec la
Cur libre ou encapsulé indique une réduction des dommages oxydatifs. Par ailleurs,
I'augmentation de 1'activité de la SOD (Figure 40) avec la Cur libre (30 pg/mL et 60 pg/mL)
traduit une activation des défenses antioxydantes enzymatiques, tandis que la Cur-PEG4000

montre un effet modéré mais cohérent aux deux concentrations, suggérant une libération
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controlée et prolongée de la molécule active. Cependant, la consommation accrue de GSH
(Figure 41), observée dans les deux formulations, indique une mobilisation intense des
mécanismes antioxydants, particulierement sous l'effet de la Cur libre. En lien avec la
cytotoxicité et I'effet protecteur, la Cur encapsulée montre une viabilité cellulaire supérieure et
une meilleure préservation de la morphologie cellulaire, ce qui refléte une diminution des
dommages oxydatifs et un effet protecteur accru contre la STZ. L'encapsulation améliore donc
la biodisponibilité et 1a tolérance cellulaire, faisant de Cur-PEG4000 une approche prometteuse

pour atténuer le stress oxydant tout en minimisant la toxicité.
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Figure 40 : Effet de la Cur et Cur-PEG4000 sur la SOD a 30 et 60 pg/mL. Pour chaque test (n =
3), les données sont exprimées sous forme de moyenne = SEM. Ns : non significatif; *P < 0,05, **P< 0,01, ***P
<0,001,****P<0,0001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suividu test post hoc de

Tukey).
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Figure 41 : Effet de 1a Cur et Cur-PEG4000 sur la GSH a 30 et 60 pg/mL. Pour chaque test (n =
3), les données sont exprimées sous forme de moyenne £+ SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P < 0,01, ***p
< 0,001, ****p < 0,0001, significatif par rapport au contréle (test ANOVA a un facteur suivi du test post hoc de

Tukey).
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Figure 42 : Effet de la Cur et Cur-PEG4000 sur les MDA a 30 et 60 pg/mL. Pour chaque test (n =

3), les données sont exprimées sous forme de moyenne = SEM. Ns : non significatif ; *P < 0,05, **P< 0,01, ***P
< 0,001, ****P<0,0001, significatif par rapport au contrdle (test ANOVA a un facteur suividu test post hoc de

Tukey).
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4 Effet régénérateur de la TQ sur les cellules § NIT-1 endommagées par la STZ

Pour étudier I'impact de la TQ et de la PEGylation sur la régénération des cellules NIT-
1, un traitement avec le TQ et le TQ-PEG4000-NP a des concentrations de 10 et 30 pg/mL a
été réalisé apres leur destruction par la STZ. L'objectif de cette étude était d'évaluer la capacité
de la TQ et de sa forme encapsulée TQ-PEG4000-NP a réparer les dommages induit par la STZ
sur les cellules B, en se concentrant sur la viabilité cellulaire. Les résultats (Figure 43, A)
montrent une améliorationde 8 a 10% de la viabilité a une concentrationde 10 ug/mL pour la
TQ et ces nanoparticules TQ-PEG4000-NP, respectivement par rapport aux cellules traitées
uniquement avec la STZ. Un effet plus marqué a été observé a 30 pg/mL, avec une
augmentationde 12 a 14 % de la régénération cellulaire. Les effets de la molécule libre et des

formes encapsulées €taient presque identiques sur la morphologie des cellules (Figure 43, B).

Ce résultat est prometteur, étant donné¢ que la capsule contient seulement 1/6 de la
quantité de molécule par rapport a son état libre. Ainsi, la capsule TQ-PEG4000-NP a démontré
une meilleure solubilité, entrainant un effet plus favorable sur les cellules B sans induire de
cytotoxicité. Bien que cette étude ne porte pas spécifiquement sur les cellules B, une étude
précédente a mis en évidence son potentiel a favoriser la guérison et la régénération des tissus
parodontaux, grace a ses propriétés anti-inflammatoires et antioxydantes qui contribuent a
limiter les Iésions tissulaires [329]. La TQ a démontré dans une autre étude des effets
régénératifs prometteurs sur la cicatrisation osseuse, en particulier dans le contexte de

malformations osseuses expérimentales [330].
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Figure 43 : Taux d’amélioration de la viabilité¢ cellulaire NIT-1 (%). B) NIT-1 lors de
I'évaluation de 'effet régénératifde la TQ au microscope (Nikon, Eclipse Ts2) : B1) NIT-1 traité
uniquement avec STZ. B2) NIT-1 traité avec STZ + TQ-PEG 4000-NP a 10 pg/ml
B3) NIT-1 trait¢ avec STZ + TQ-PEG 4000-NP a 30 pg/ml. Pour chaque test (n = 3), les données sont
exprimées sous forme de moyenne + SEM. Ns : non significatif; *P < 0,05, **P < 0,01, ***P < 0,001, ****P <
0,0001, significatif par rapportau controle (test ANOVA a un facteur suivi du test post hoc de Tukey).

5 Effetde la Quer sur la signalisation cellulaire des NIT-1

5.1 Détection et quantification du marqueur NFkB par ELISA

Les résultats de la détection du NFkB-P65 et NFkB-P65-P sont illustrés sur la Figure 44.
Ils montrent que les niveaux de NFxB -P65 sont les plus élevés dans le témoin positif du kit
(C+, 0,113 £ 0,007) confirmant une activation importante, tandis que les niveaux dans les
cellules sans traitement (cells-, 0,077 + 0,006) sont 1égérement inférieurs. Le traitement par
STZ maintient des niveaux similaires a ceux des cellules non traitées (STZ, 0,081 + 0,005),
tandis que la Quer semble 1égeérement réduire le NFkB total par rapport a cells- (Quer, 0,072 +
0,006). Concernant le NFkB phosphoryl¢, le témoin positif (C+, 0,081 + 0,003) montre des
niveaux légérement supérieurs a ceux des cellules sans traitement (cells-, 0,089 £+ 0,008).
Cependant, le traitement par STZ diminue significativement le NFkB phosphorylé (STZ, 0,060
+ 0,004), reflétant une inhibition de son activation. En revanche, la Quer n’a pas d’effet

significatif sur le NFkB phosphorylé par rapport aux cellules non traitées (Quer, 0,090 + 0,007).
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Le traitement par la STZ seule réduit fortement I'activation de NF«xB phosphorylé par

rapport aux cellules non traitées, suggérant une inhibition significative de cette voie de survie.

Ce résultat est cohérent avec le mode d'action de la STZ qui induit du stress oxydatif et des

dommages cellulaires, rendant les cellules § plus vulnérables a 'apoptose [331].
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Figure 44 : Détection du marqueur du NFkB-P65 et NFkB-P65-P stimulé par la Quer a
60pg/mL. C+ : controle positif du kit, C- : milieuseul, Cells- : cellules sans traitement, Querc :
cellules traitées avec 60pug/ml de Quercétine, STZ : Cellules traitées avec 6mM de STZ. Pour
chaque test (n = 3), les données sont exprimées sous forme de moyenne = SEM. Ns : non significatif; *P < 0,05,
**pP < 0,01, ***P < 0,001, ****P < 0,0001, significatif par rapport au controle (test ANOVA a un facteur suividu
test post hoc de Tukey).

5.2 Détection du marqueur SIRT2

5.2.1

Effet de 1a Quer sur I’activité relative de la SIRT2

Les résultats de la mesure I'activité d'inhibition de la SIRT2 par la Quer sont mentionnés

sur la Figure 45. Les données montrent une inhibition dose-dépendante de 'activité de la SIRT2

par la Quer. In vitro, I'activité relative de la SIRT2 diminue a mesure que la concentration de

Quer augmente, avec des valeurs de 78,24 % a 200 uM, 81,18 % a 100 uM, et 90,59 % a 50

uM, se rapprochant de 97,65 % a 25 pM et 100 % dans le contrdle. Cette réduction est marquée

a des concentrations plus élevées (78 % a 200 upM), mais l'activité se rapproche de celle du

contrdle a des concentrations plus faibles.
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Figure 45 : Effet de la Quer sur ’activité relative de la SIRT?2 in-vitro.

5.2.2 Détection de la SIRT2 inhibée par la Quer dans le lysat des NIT-1

Les résultats de la mesure de I’effet de la Quer sur 1’activité relative de la SIRT 2 dans
les cellules NIT-1 sont affichés sur la Figure 46. Ces résultats montrent une inhibition beaucoup
plus prononcée, avec seulement 23,70 % a 36,42 % de 1'activité normale aprées traitement des
cellules, ce qui indique une inhibition significativement plus forte dans le contexte cellulaire

par rapport aux observations in vitro.

150
% %k
=2 |
.g 100 L
s
c
P
=
S 50—
) '
0 T T
Controle Querc
Inhibition de la SIT2 par la Q NIT-1

Figure 46 : Effet de la Quer sur I’activitérelative la SIRT2 dans les cellules NIT-1, Contrdle :
cellules sans traitement, Querc : les cellules traitées avec 60pg/ml de la Querc.
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L’¢étude a évalué les effets de la Quer et de la STZ sur les voies inflammatoires et la survie
des cellules B pancréatiques, en se concentrant sur l'activation de NFkB et la régulation de la
SIRT2. Les résultats montrent que, bien que la Quer a 60 pg/mL n'ait pas réduit
significativement la quantité totale de NFkB ni sa forme phosphorylée, elle a diminué la
concentration cytoplasmique de SIRT2, une protéine qui interagit avec NFxB pour moduler son
activité transcriptionnelle et la production de cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-a et
IL-1B[332]. Cette réduction de la SIRT2 pourrait influencer la réponse inflammatoire, bien que
d’autres mécanismes impliquant la SIRT1 et d'autres voies restent a explorer. Par ailleurs, la
STZ a activé NFkB conformément a son role dans l'induction de stress oxydatif et
inflammatoire [333], tandis que la combinaison de Quer et STZ a atténué cette activation sans
modifier significativement la phosphorylation de NF«B, suggérant une modulation indirecte
via des mécanismes liés a SIRT2. En termes de viabilité cellulaire, les cellules traitées avec la
Quer ont conserveé 78 % de viabilité, indiquant 1égere cytotoxicité), alors que la STZ a réduit
cette viabilité a 50%, reflétant ses effets cytotoxiques. En résumé, bien que la Quer ne modifie
pas directement la phosphorylation de NF«B, elle semble atténuer les effets inflammatoires et
cytotoxiques de la STZ en régulant la SIRT2, mettant en lumiére une interaction complexe
nécessitant des investigations supplémentaires pour mieux comprendre son rdle dans la

signalisation cellulaireet I'inflammation [334, 335].
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Conclusion et perspective
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Conclusion et perspectives

Le DT1 est une maladie immunitaire chronique due a la destruction auto-immune des
cellules B pancréatiques, entrainant une absence complete de production d’insuline. Cette
affection pose des défis considérables en maticre de traitement. Les thérapies actuelles comme
I’insulinothérapie n’étant pas toujours suffisantes pour prévenir les complications associées.
Dans ce contexte, cette thése a exploré une approche innovante consistant a améliorer I’ effet
antidiabétique de molécules naturelles grace a I’encapsulation sous forme de nanoparticules et
de microcristaux en utilisant le PEG4000. Les recherches menées ont permis de mettre en

lumiére plusieurs résultats clés :

Efficacité de I’encapsulation : Les nanoparticules PEG4000 se sont révélées tres efficaces
pour encapsuler les composés naturels — la TQ, la Quer et Cur. Ces systémes ont montré une
capacité de libération prolongée et adaptée des principes actifs tout en améliorant leur solubilité
et leur stabilité par rapport a leurs formes libres. Cela a permis une meilleure absorption et un

potentiel thérapeutique accru.

Effets cytoprotecteurs : Les systémes encapsulés ont significativement augmenté la
viabilité des cellules B NIT-1 exposées a la STZ, un agent cytotoxique. Ils ont réduit les niveaux
de stress oxydatif'et d’apoptose, confirmant leur role protecteur. En particulier, la combinaison
de ces composés avec le PEG4000 a permis de préserver la fonctionnalité cellulaire et

d’optimiser la réponse a des agressions chimiques.

Amélioration de la fonctionnalité pancréatique : Les 1los de Langerhans traitées avec les
complexes nanoparticulaires ont présenté une viabilité accrue et une amélioration notable de la
sécrétion d’insuline. Ce résultat suggere que les systemes encapsulés pourraient potentiellement

contribuer a ralentir ou a inverser les dégats induits par le DT1.

Modulation des voies de signalisation cellulaires : L’étude a révélé que la Quer
encapsulée affecte positivement les voies impliquant NF-kB et SIRT2, réduisant les réponses
inflammatoires et apoptotiques. Ces mécanismes pourraient étre étendus a d’autres modeles

d’inflammation et de stress oxydatif.
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Caractéristiques physico-chimiques optimales : L’utilisation de techniques d’analyse
telles que le FTIR et la microscopie €lectronique a balayage (MEB) a permis de confirmer
I’intégrité des systémes encapsulés, leurs interactions avec le PEG4000 et leur morphologie

adaptée pour une administration ciblée.

En somme, les travaux réalisés dans cette these démontrent I’intérét de 1’encapsulation
des composés naturels dans des nanoparticules polymériques pour améliorer leurs effets
biologiques et thérapeutiques. Ces systémes offrent une voie prometteuse pour le traitement du
DT1 en ciblant a la fois la protection des cellules B et ’amélioration de leur régénération.
Toutefois, des recherches supplémentaires s’aveérent nécessaires pour valider ces résultats dans

des modeles in vivo et cliniques :

» Explorer davantage I’impact des nanoparticules encapsulant d’autres composés
bioactifs sur différents modéles expérimentaux de diabete.

» Mener des études in vivo pour évaluer la biodisponibilité, la pharmacocinétique et
I’efficacité des systémes encapsulés dans des organismes vivants.

» Développer des formulations optimisées pour une administration ciblée et un contrdle
prolongé de la libération des principes actifs.

> Etudier ’impact potentiel des nanoparticules sur la réponse immunitaire pour minimiser
les risques d’effets secondaires.

» Collaborer avec des équipes multidisciplinaires pour accélérer la transition vers des

essais cliniques et valider 1’application thérapeutique a plus grande échelle
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Annexe

Annexe 1 : Courbe d’étalonnage des composés libre TQ, Quer, Cur.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: Numerous studies have identified Thymoquinone (TQ) as a potential antidiabetic agent. However, its low sol-
ThYqumI{‘me ubility in water hampers bioavailability. This study focuses on the impact of PEGylation on the antidiabetic
gﬂczl:ulam’; particl properties of TQ. We found that encapsulating TQ with PEG4g00 was highly effective, achieving an encapsulation
N?T 1 ﬁ;‘:’”' anobarticles efficiency of over 99 %. The stability of this formulation, TQ-PEG4goo-NP, was assessed by monitoring the TQ

release at different pH levels. We evaluated cytotoxicity in two cell lines, EMT6 and NIT-1 (B-cells). Free TQ
showed moderate cytotoxicity towards NIT-1 cells but was non-toxic to EMT6 cells. Remarkably, TQ-PEG400o-NP
significantly enhanced the viability of the NIT-1 cells. Further studies assessed insulin secretion in isolated
Langerhans islets and NIT-1 cells. Both free and PEGylated TQ markedly improved insulin secretion (75 pl U.ml-1
in control and 140 pl U.ml-1 in islets treated with TQ and TQ-PEG4000-NP). In addition, PEGylation substantially
increased the viability of STZ-treated p-cells. The beneficial effects of both TQ and TQ-PEG4000-NP are linked to
their influence on oxidative stress markers, such as GSH, MDA, and SOD. This study highlights the effectiveness
of thymoquinone as an anti-diabetic agent, emphasizing its protective and regenerative effects on p-cells and
Langerhans islets, and its ability to enhance insulin secretion. Encapsulation with PEG4poo mitigates TQ’s
cytotoxicity of TQ to p-cells, bolsters its cytoprotective and regenerative properties, and maintains its insulin-
stimulating capability.

Langerhans islets
Insulin secretion

1. Introduction

Diabetes mellitus, a chronic metabolic disease [1], is defined as
increased blood sugar levels resulting from changes in insulin produc-
tion or activity [2]. It is one of the top ten causes of death worldwide [3].
2021, diabetes affected approximately 537 million adults globally, with
projections of 643 million by 2030 and 783 million by 2045, as reported
by the International Diabetes Federation (IDF) [4]. This growing

prevalence places a substantial economic burden on healthcare systems
[5], as noted by Yuen et al. [6].

Thymoquinone (TQ) is the primary compound of Nigella sativa (2-
methyl-5-isopropyl-1,4-benzoquinone (C;joH;202) with a molecular
weight of 164.2 g/mol), and is extensively used as a culinary ingredient
and herbal remedy for various health conditions [7]. TQ is responsible
for many of the biological effects of Nigella sativa [1], including signif-
icant antineoplastic [8,9] and various pharmacological properties such

Abbreviations: EMT-6, Experimental Mammary Tumor-6; NIT-1, Non-Obese Diabetic (NOD) Insulinoma Transgenic 1; GSH, Reduced Glutathione; MDA,
Malondialdehyde; XO, xanthin oxidase; SOD, superoxide dismutase; PEG, Polyethylene glycol; STZ, Streptozocin; XTT, sodium 3'-bis (4-methoxy6-nitro) benzene
sulfonic acid hydrate; DMSO, Dimethyl sulfoxide; TCA, Trichloroacetic acid; TBA, Thiobarbituric acid; TQ-PEG4900-NP, Thymoquinone-PEG4qgo-nanoparticles.

* Corresponding author. Centre de Recherche en Biotechnologie (CRBt), Ali Mendjli Nouvelle Ville, UV 03, BP E73, Constantine, Algeria.

E-mail address: w.sobhi@crbt.dz (W. Sobhi).

https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105926

Received 4 February 2024; Received in revised form 10 June 2024; Accepted 28 June 2024

Available online 28 June 2024

1773-2247/© 2024 Elsevier B.V. All rights are reserved, including those for text and data mining, Al training, and similar technologies.


mailto:w.sobhi@crbt.dz
www.sciencedirect.com/science/journal/17732247
https://www.elsevier.com/locate/jddst
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105926
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105926
https://doi.org/10.1016/j.jddst.2024.105926
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.jddst.2024.105926&domain=pdf

R.A. Tachour et al.

as anti-inflammatory [10], antidiabetic [11,12], antioxidant [13,14],
and immunomodulatory effects [15]. It reduces blood sugar levels in
people with diabetes by increasing peripheral glucose uptake,
decreasing hepatic glucose production, and inhibiting glycogenolysis
[11.

Thymoquinone (TQ) has several intrinsic characteristics that make it
a promising antidiabetic agent. TQ is recognized for its ability to reduce
blood glucose levels by increasing peripheral glucose uptake, decreasing
hepatic glucose production, and inhibiting glycogenolysis [16]. In
addition, it possesses anti-inflammatory, antioxidant, and immuno-
modulatory properties, which may help improve pancreatic function
and insulin sensitivity [17]. Previous studies have also suggested that
TQ may protect pancreatic beta cells against oxidative stress and cell
death, thereby helping to preserve beta cell function and regulate insulin
secretion [18].

The potential of TQ as an antidiabetic agent is often limited by its low
solubility in water, leading to bioavailability challenges. Consequently,
the development of nanoparticles to enhance TQ’s solubility and cellular
bioavailability of TQ is an active research area. Nano-encapsulation of
water-insoluble drugs is gaining attention because of its protective
properties against environmental factors and its ability to slow down
drug metabolism. TQ’s lipophilic nature of TQ, poor gastrointestinal
liquid solubility, delayed absorption, extensive enzymatic degradation
in the gastrointestinal tract, limited physicochemical stability, and rapid
excretion necessitate high oral dosages to treat various conditions [19,
20].

PEG hydrosoluble, a commercially available, FDA-approved, safe,
and non-immunogenic polymer, is widely used in medical applications
owing to its biocompatibility and amphiphilic nature. Conjugation with
PEG helps prevent crossing the hemato-endocrine barrier, reduces
neurotoxicity associated with free drugs, and extends the half-life of the
drugs [21]. PEG-4000, with a molecular weight of approximately 4000
g/mol and consisting of nine ethylene glycol subunits, is utilized in
medicine as a laxative and lubricant, aiding in cell membrane fusion and
sustained release of PEGylated active molecules [22,23].

This study aimed to develop a nanoformulation, TQ-PEG 4000-NP, to
enhance its efficacy as a potential therapeutic agent and to compre-
hensively investigate the effects of this formulation on the antidiabetic
properties of thymoquinone (TQ).

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Thymoquinone and Pluronic P123 were purchased from Sigma-
Aldrich (USA). [PEG4goo (powder; MW 3500-4500] was obtained from
Merck (Germany). Acetonitrile, DMSO, and Ethanol were acquired from
Merck (Darmstadt, Germany). Dulbecco’s Modified Eagle’s medium
(DMEM), i-glutamine, streptomycin, and penicillin were purchased
from Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA) as culture media and supple-
ments. Fetal bovine serum (FBS) was procured from Invitrogen (USA),
while Culture media RPMI1640 was sourced from Sigma Aldrich (USA).
Insulin Mouse ELISA Kit was obtained from Thermo Fisher Scientific
(USA).

2.2. PEG4000—TQ synthesis

TQ-PEG4000-NP nanoparticles were synthesized following the
method outlined by Bhattacharya et al. [24]. This process involved the
preparation of two distinct solutions for TQ PEGylation. The experi-
mental protocol for the formulation of PEG-4000-TQ nanoparticles is
presented in Table 1.

2.3. Encapsulation efficiency test

To evaluate the encapsulation efficiency of the TQ-PEG4o00
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Table 1
The formulation of TQ-PEG40go-NP.

Ingredients Quantity Preparation Process
Used
Solution 1:
TQ 200 mg TQ 200 mg dissolved in 20 ml of acetonitrile,
Acetonitrile 20 ml addition of 25 mg of P123, sonication for 15 min
P123 25 mg
Solution 2:
PEG-4000 1g
Distilled 5ml PEG-4000 1 g dispersed in 5 ml of distilled water

water using an ultrasonic bath for 30 min
Gradually mixing Solution 1 (TQ + P123) into Solution 2 (PEG-4000) over 30 min.
Sonication and overnight evaporation at room temperature. Storage at 4 °C.

nanoparticle complex, the concentration of the unencapsulated (free)
TQ in the solution was measured. This was achieved by preparing the
TQ-PEG4000 complex at various concentrations ranging from 10 pM to
0.625 pM. To facilitate this analysis, a calibration curve for free TQ was
constructed. This involved measuring the absorbance at known con-
centrations of free TQ to establish a reference for comparison. The
encapsulation efficiency was calculated using the following equation
[25], and all measurements were conducted in triplicate. This approach
allowed for precise quantification of the fraction of TQ successfully
encapsulated within the PEG4og¢ nanoparticles.

(Total drug — Free drug)
Total drug

EE% = x 100 (€9)

2.4. Drug release test

The release of encapsulated TQ from the TQ-PEG4000-NP complex
was assessed spectrophotometrically. To simulate various physiological
environments, three different media were prepared, each representing a
distinct pH condition: acidic (gastric, pH 1.2), neutral (intestinal, pH
6.9), and basic (blood, pH 7.4). TQ release was evaluated by measuring
the free TQ concentration in the TQ-PEGypoo-NP solution. For this
assessment, a 1 ml sample of the TQ-PEG4(0o-NP solution, at a concen-
tration of [2 mg/ml], was collected at regular intervals: every 10 min
during the first hour and 30 min for the following 2 h. The concentration
of free TQ in these samples was determined using a UV-visible spec-
trophotometer, which measures the absorbance at a wavelength of 253
nm. The concentration of TQ was calculated based on a previously
established standard curve (etalon curve). All experiments were con-
ducted in triplicate to ensure reliability and reproducibility of the re-
sults. This systematic approach allowed for a comprehensive
understanding of the TQ release profile under different pH conditions,
closely mimicking the physiological environment encountered by orally
administered drugs.

2.5. Characterization of TQ and TQ-PEG4ppo-NP by FTIR

The chemical characteristics of thymoquinone (TQ), P123 copol-
ymer, PEG4o0p polymer, and TQ-PEG4000-NP nanoparticles were
analyzed using Fourier Transform Infrared Spectroscopy (FTIR) pro-
vided by Shimadzu (Noisiel, France). Infrared spectral data were
collected within a wavenumber spectrum ranging from 4000 to 500
cm™! at a resolution of 4 cm ™. An average of five scans was performed
for each sample to ensure thorough data collection. The analysis of these
data was conducted using LabSolutions IR Software, facilitating a
detailed examination of the chemical properties of these compounds.

2.6. Characterization of TQ-PEG490o-NP morphology by SEM/EDS
The morphology of the TQ-PEG400o-NP nanoparticles was meticu-

lously examined using a Quattro S Scanning Electron Microscope (SEM)
from Thermo Fisher Scientific (USA). The examination was conducted at
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an accelerating voltage of 5.00 kV. Additionally, the microscope was
equipped with an EDAX Octane Elect system, which enabled comple-
mentary quantitative analysis of the chemical elements present in the
sample. This combination of high-resolution imaging and elemental
analysis provided a comprehensive understanding of the physical
structure and chemical composition of TQ-PEG49go-NP nanoparticles.

2.7. Cytotoxicity test of TQ and TQ-PEG49pp-NP using XTT bioassay

2.7.1. Cell culture condition

The EMT6 mammary cancer cell line (CRL-2755) and NIT-1 mouse
insulinoma cell line (CRL-2055) were obtained from the American Type
Culture Collection (ATCC) in Washington, DC, USA. The cell lines were
cultured in DMEM F12 and RPMI-1640 media, each enriched with 10 %
fetal bovine serum (FBS) and 1 % penicillin/streptomycin. The culturing
process was performed in an incubator set to a 5 % CO2 atmosphere at a
constant temperature of 37 °C. A traditional trypan blue staining method
was employed along with the Neubauer counting chamber for cell
quantification, allowing for accurate cell viability assessment and
counting.

2.7.2. Cytotoxicity assay

The cytotoxic effects of thymoquinone (TQ), PEG4gg9, and TQ-
PEG4000-NP were assessed in a mouse mammary cancer cell line (EMT6)
and a mouse insulinoma cell line (NIT-1). This evaluation was conducted
using the XTT cell proliferation assay [26], with the XTT cell prolifer-
ation kit sourced from Roche (Basel, Switzerland).

EMT6 and NIT-1 cell lines were seeded into a 96-well microplate and
incubated at 37 °C in a 5 % CO2 atmosphere for 24 h for cell attachment
and growth. TQ was solubilized in DMSO and a series of dilutions were
prepared with concentrations ranging from 1 to 30 pg/ml. Doxorubicin
was used as a positive control for this experiment. After the initial 24-h
incubation period, the three test substances were added to the cells in
triplicate at each concentration. The cells were then incubated for an
additional 72 h.

After post-incubation, the XTT reagent were treated with XTT re-
agent. Absorbance, indicative of cell viability, was measured using a
spectrophotometer. Absorbance readings were taken at a wavelength
range of 450-500 nm, specifically at 490 nm, with a reference wave-
length of 630-690 nm, ideally at 660 nm. This method provides a
quantitative evaluation of the cytotoxic effects of these substances on
cancer and insulinoma cell lines.

2.8. Effect of TQ, PEG4pp0, and TQ-PEG4ppo-NP on Langerhans islets
viability and insulin secretion

2.8.1. Isolation of Langerhans islets

A healthy female albino BALB/c mouse weighing approximately 27 g
was used to isolate Langerhans islets. The mice were maintained in a
controlled environment with a 12-h light/dark cycle and a temperature
maintained at 28 £ 2 °C. All procedures involving animals were con-
ducted following the ethical guidelines set forth by the Ethical Com-
mission of the Biotechnology Research Center (C.R.Bt).

The isolation of islets encompassed three main stages: surgery,
isolation, and purification. Initially, the mice were euthanized using
anesthetic ether, and all subsequent procedures were conducted under
sterile conditions. During dissection, a small incision was made in the
abdominal area, followed by injection of collagenase solution into the
common bile duct. The pancreas was then extracted and placed in iced
Hanks/collagenase solution, minced, and digested at 37 °C [27]. Manual
agitation was performed for 5 min to enhance the digestion. The enzy-
matic reaction was halted by adding ice-cold HBSS, and the islets were
purified by centrifugation at 185g for 5 min [28]. The final step involved
meticulously selecting and collecting pure Langerhans Islets in a Petri
dish for primary culture.

The isolated islets were cultured in a 12-well dish in RPMI media
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supplemented with 10 % FBS and 1 % penicillin/streptomycin and
incubated at 37 °C in a 5 % CO2 atmosphere. The experimental condi-
tions were as follows: condition 1 involved untreated islets serving as a
negative control; condition 2 included islets treated with 30 pg of
PEG4p00 as a positive control; condition 3 comprised islets treated with
30 pg/ml of TQ; and Condition 4 consisted of islets treated with 30 pg/
ml of TQ-PEG4p0o-NP. Each condition was replicated three times to
ensure the reliability of the results.

2.8.2. Viability test of the islets of Langerhans

Following a 48-h incubation period, islet cultures underwent a pro-
cess to dissociate the cells from the islets. This was achieved by adding
trypsin to the culture medium. The treated islets were then incubated
with continuous stirring in a trypsin solution for 10 min at 37 °C. This
step facilitated mechanical dispersal of the cells, which continued until
approximately 80 % of the cells were dissociated.

The viability counts of both live and dead cells were determined to
assess the viability of the cells after trypsin treatment. This was per-
formed using a reversed-phase microscope, employing trypan blue
staining to differentiate between viable and non-viable cells. Cell
counting was performed using a Neubauer counting chamber, a widely
used tool in cell culture for quantifying cell density [29].

2.8.3. Insulin secretion assay

The following methodology was used to assess insulin secretion.
After incubation for 24 h, the Langerhans islets were first subjected to
medium change. The existing culture medium was replaced with a
similar volume of low-glucose DMEM. This setup was then incubated for
1 h 30 min at 37 °C in an atmosphere of 95 % oxygen and 5 % carbon
dioxide. After incubation, the low-glucose medium was replaced with
high-glucose DMEM. This change is crucial for stimulating insulin
secretion by islets. The plate was again incubated for 1 h and 30 min
while maintaining the same temperature and gas composition.
Following the second incubation, the supernatant containing the
secreted insulin was carefully collected. This supernatant was immedi-
ately stored at —80 °C to ensure the preservation of insulin for later
analysis. Finally, insulin concentration in the supernatant was quanti-
tatively measured using a Sandwich ELISA kit. This kit was designed to
accurately detect and quantify insulin levels, making it an ideal choice
for such biochemical assays.

2.8.4. Protective effect of free-TQ and TQ-PEG49go-NP of p-cells against
STZ toxicity

NIT-1 cells were cultured in a 96-well plate in RPMI-1640 medium
supplemented with the necessary nutrients. The cells were then incu-
bated for 24 h at 37 °C in a 5 % CO2 atmosphere. For the experimental
setup, thymoquinone (TQ) and TQ-PEG4yoo-NP nanoparticles were
prepared at two different concentrations, 10 pg/ml and 30 pg/ml. The
preparations were then added to the cells.

To ensure the accuracy and reproducibility of the results, all the
experimental conditions were replicated three times. Cultures were
incubated for 24 h under the same conditions. Following this incubation
period, the existing medium was discarded, and the cells were exposed
to streptozotocin, which was added to fresh medium at a concentration
of 6 mM. This step was aimed at inducing a specific cellular response
relevant to this study. After another 24-h incubation period, the reagents
from the XTT kit were introduced to the cultures. The purpose of these
reagents was to facilitate colorimetric analysis of cell viability. Finally,
the absorbance of the plates was measured using a spectrophotometer at
a wavelength range of 450-690 nm. This measurement provided
quantitative data on the cytotoxic effects of TQ and TQ-PEG4gpgo-NP
under induced conditions in the NIT-1 cell line.

2.8.5. Oxidative stress markers measurement
To evaluate the impact of thymoquinone (TQ) on oxidative stress in
beta cells, an assay was conducted to measure three specific oxidative
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stress markers, malondialdehyde (MDA), glutathione (GSH), and Su-
peroxide Dismutase (SOD), in the supernatant of beta cells treated with
TQ.

MDA levels were determined according to protocol guidelines [30].
In this process, the concentration of MDA was calculated using its molar
extinction coefficient, { 1.56 x 10° M cm™l. The results were
expressed as nmol of MDA per mL, providing a quantitative measure of
lipid peroxidation in the cells. A protocol was followed for the mea-
surement of GSH, a protocol [31] was followed. This assay allowed for
the quantification of glutathione, a critical antioxidant that plays a
significant role in cellular defense against oxidative stress. The SOD
concentration was determined using the method established by Sub-
hangkar et al. [32]. This method quantifies the activity of SOD, an
enzyme that catalyzes the dismutation of superoxide into oxygen and
hydrogen peroxide, thereby protecting against superoxide toxicity. SOD
activity was calculated in standard units based on a specific formula,
enabling the assessment of the antioxidant defense mechanism within
B-cells.

SOD (U) = [(Vp-Vs) / (Vp x 0.5)], @

Vp = rate of pyrogallol auto-oxidation in the absence of the enzyme; Vs
= rate of pyrogallol auto-oxidation in the presence of the enzyme; 0.5 =
50 % inhibition.

2.8.6. Effect of TQ and TQ-PEG49ppo-NP on insulin secretion

NIT-1 cells were cultured in a 96-well plate for an incubation period
of 24 h. This step allows the cells to adhere and grow under controlled
conditions. Following this initial incubation, treatments with thymo-
quinone (TQ), TQ-PEGy4po0-NP, and PEG4pgo were prepared at two
distinct concentrations: 10 pg/ml and 30 pg/ml. These treatments were
then administered to the cell cultures. After a subsequent 24-h incuba-
tion period, the next phase involved the assessment of insulin secretion.
This was achieved by stimulating the NIT-1 cells first with low-and then
with high-glucose media, as per the established protocol. Changes in
glucose concentration are a standard method to induce insulin secretion
from beta cells, mimicking physiological responses to varying blood
glucose levels. Finally, the concentration of insulin secreted by the cells
was measured using a Mouse Insl/Insulin-1 ELISA kit. This kit was
designed to quantitatively determine the insulin levels in biological
samples, providing accurate and reliable data. This assay was essential
to evaluate the effects of TQ, TQ-PEG400o-NP, and PEG4go on the insulin
secretion capabilities of the NIT-1 cell line under different glucose
conditions.

2.8.7. The regenerative effect of free-TQ and TQ-PEG400o-NP on NIT-1
p-cell line

The NIT-1 cell line was cultured in a 96-well plate and incubated for
24 h at 37 °Cin a 5 % CO2 atmosphere. Post incubation, Streptozotocin
(STZ) at a concentration of 6 mM was added to each well, except for
those designated as the negative control. This was followed by another
incubation phase that lasted for 24 h.

Thymoquinone (TQ) was solubilized in 0.1 % DMSO, and TQ-
PEG4000-NP nanoparticles were dissolved in PBS. These were prepared
at two different concentrations, 10 and 30 pg/ml. Each experimental
setup was replicated three times to ensure consistency and accuracy of
the results. The cells were incubated for an additional 48 h at 37 °C.

After the second incubation period, cells were treated with reagents
from the XTT kit. This treatment is crucial for assessing the cell viability.
Absorbance readings, indicating the extent of cellular metabolic activ-
ity, were measured in the wavelength range of 450-690 nm. This pro-
cedure provided insights into the cytotoxic effects of TQ and TQ-
PEG4000-NP in the NIT-1 cell line under induction conditions.

2.8.8. Statistical analysis
GraphPad Prism 9 software was employed for the creation of plots

Journal of Drug Delivery Science and Technology 98 (2024) 105926

and the execution of statistical analyses. The data are presented as mean
values =+ the standard error of the mean (SEM). The Analysis of Variance
(ANOVA) test was utilized to compare three or more groups. This was
followed by Tukey’s post hoc test for detailed pairwise comparisons.

Statistical significance was determined based on the p-value, with a
threshold of less than 0.05 (p < 0.05). Results that met this criterion
were considered statistically significant, indicating a significant differ-
ence between the groups. This approach ensured rigorous and reliable
data assessment, providing a clear understanding of the statistical
relevance of the findings.

2.8.9. Theoretical investigation of the interaction TQ-PEG 4900-NP

This study examined Polyethylene Glycol 4000, a polymer of
ethylene oxide, which can be represented by the formula [HOCH;(-
CH50CH3),CH,0H], where n’ denotes the number of repeating units.
Density functional theory (DFT) was utilized to better understand the
interactions between the atoms of thymoquinone (TQ) and the PEG4qqo.
This type of simulation is crucial for understanding the adsorption
mechanism and stability of the excipient-drug system. By analyzing
these interactions at the molecular level, the DFT method provides
valuable insights into how TQ molecules interact with and are stabilized
by PEGyggp chains. Such an understanding is key to optimizing the
formulation and enhancing the performance of drug delivery systems.

2.8.10. Computational details

Computational analysis of the interaction between thymoquinone
(TQ) and Polyethylene Glycol 4000 (PEG4009) was conducted using
Materials Studio software. Structural data for TQ were sourced from the
PubChem database. Geometric optimization of these structures was
carried out using the Dmol3 module, employing the B3LYP force field
[33] and the DNP basis set. The electronic Self-Consistent Field (SCF)
tolerance was set to 10"-6 Hartree (Ha). The PEG polymer model was
constructed in Materials Studio using the polymerization function.
Various chain lengths were modeled and denoted by multiples of repeat
units (n). The Forcite module was used for energy calculations and
minimizations by applying the DREIDING force field [34]. An amor-
phous cell module was used to simulate the adsorption of TQ onto the
PEGy4gpo excipient. This module 1is adept at constructing
three-dimensional periodic structures of polymeric systems, allowing for
realistic packing of polymers and small molecules into these structures.
This could include applications, such as depositing a polymer coating on
a drug molecule or creating complex nanocomposite materials. This
simulation used a molar ratio of PEG4ggo to TQ (1:4), which is consistent
with the experimental data. Ten configurations were predicted, exhib-
iting the most negative energies, indicating that TQ is the most stable
binding site on the polymer chain.

The study also focused on determining the adsorption energy and
distance between TQ and the PEG4q00 chain. Additionally, the behavior
of the TQ-PEG4(po-NP system in aqueous medium was predicted using a
conductor-like screening model (COSMO). This aspect of the study
investigated the effect of solvation on the stability of adsorbed TQ
complexes, with the dielectric constant of water set at 78.54, reflecting
its solvating environment.

3. Results

3.1. Encapsulation efficiency, FTIR spectra analysis, and release profile
test

The synthesis of PEGylated thymoquinone using PEG4gp9 demon-
strated a remarkable efficiency, achieving an encapsulation rate of
approximately 99 % (99.906 + 0.06 %). This high rate suggests that
most TQ was successfully entrapped within the three-dimensional
conformation of the PEG polymer during the synthesis process, high-
lighting PEG400p as an excellent medium for encapsulating TQ. TQ’s
release profile of TQ was investigated in two solvents with differing
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polarities: water and acetonitrile. TQ is more soluble in organic solvents,
such as ethanol, methanol, and acetonitrile, than in distilled water.
When examining the release kinetics of TQ from TQ-PEG4go-NP nano-
particles, it was observed that TQ was released more rapidly in water
than in acetonitrile, as shown in Fig. 1(a). While distilled water facili-
tated the rapid release of TQ, acetonitrile appeared to slow down and
prolong the release process.

Additionally, this study revealed the influence of pH on the release
profile of TQ, as depicted in Fig. 1(b). The presence of ions in the so-
lution increased TQ’s release rate of TQ compared to that in distilled
water, with a consistent difference of approximately 5 pM observed from
the initial minutes and throughout the measurement duration. Fourier
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Transform Infrared (FTIR) spectroscopy was used to analyze the in-
teractions between TQ and PEG4goo which lead to nanoparticle forma-
tion. The FTIR spectra of TQ, TQ-PEG400o-NP, PEG4009, and P123 are
displayed in Fig. 1(c). Notably, the characteristic TQ peak at 1637 cm-1,
associated with C=C bond stretching, was attenuated in the TQ-
PEG4000-NP nanoparticles. The C-H bond stretching at 2966 cm-1 was
also absent in the nanoparticle spectrum. A new stretching band at 3441
cm-1 emerged in the TQ-PEG400o-NP spectrum, indicating the formation
of new interactions within the nanoparticle structure.
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Fig. 1. a) Invitro release profile of TQ from TQ-PEG400o-NP at acetonitrile and water. b) Invitro release profile of TQ from TQ-PEG4000-NP at pH 1.2, 6.9, 7.4. ¢) FTIR
spectra of TQ, TQ-PEG4000-NP, PEG4000, and copolymer P;53. d) SEM image of TQ-PEGy400o-NP. €) EDS Spectra of TQ-PEG400o-NP composition.
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3.2. Morphological study of TQ-PEG499o-NP by SEM/EDS

Fig. 1(d) depicts the morphology of TQ-PEG4o0o-NP nanoparticles.
These nanoparticles, observed at 80,000 x magnification, display a
nanoscale spherical structure with an average size of 46.31 &+ 14.09 nm.
Although Fig. 1(d) illustrates smooth surfaces, there is a tendency for
nanoparticles to aggregate. The scanning electron microscopy (SEM)
used for this morphological study was complemented by Energy-
dispersive X-ray spectroscopy (EDS) to analyze the chemical composi-
tion of the sample. In Fig. 1(e), The predominant presence of carbon (C)
and oxygen (e). This observation suggests the absence of significant
contamination by other chemical elements in the sample, thus ensuring
the purity and quality of the TQ-PEG4(go-NP nanoparticles.

3.3. Cytotoxicity evaluation of TQ and TQ-PEG4ppo-NP

The XTT assay was employed to assess the cytotoxicity of free TQ,
PEG4000, and TQ-PEG4(0o-NP nanoparticles on two cell lines, EMT6 and
the p-cell line NIT-1, as illustrated in Fig. 2(a and b). The primary
objective of this study was to explore the potential cytotoxic effects of
TQ on tumor cells and its potential antidiabetic effects on the NIT-1 cell
line. The results depicted in Fig. 2(a and b) reveal that the three products
had no significant impact on the viability of EMT6 tumor cells, sug-
gesting a lack of substantial toxicity. It is noteworthy, however, that TQ
exhibited a mild toxic effect at low doses, which diminished as the
concentration of thymoquinone increased, leading to a viability
exceeding 92 %. The slight toxic effect of TQ disappeared completely
when coated with PEGyggg, indicating a reduction in the contact
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between the molecule and its cellular targets. Another explanation is the
very low content of TQ in the TQ-PEG4000-NP complex, estimated at 170
pg of TQ in 1 mg TQ-PEG400o-NP complex.

The cytotoxicity of TQ, PEG4gp0, and their TQ-PEG400-NP complex
was evaluated in the NIT-1 cell line for the same purpose. Free TQ
demonstrated moderate cytotoxicity to the NIT-1 line at concentrations
of (3 pg/ml, 10 pg/ml, 30 pg/ml), with a decrease in viability to 68 %
observed at 60 pg/ml. PEG4g0 exhibited no cytotoxicity, whereas the
TQ-PEG4000-NP nanoparticles stimulated the proliferation of f-cells,
resulting in a viability rate of approximately 120 % for all tested
concentrations.

3.4. Effect of TQ, PEG4ppp, and TQ-PEG490o-NP on Langerhans islets
viability and insulin secretion study

The toxicity of the three examined products was also assessed in
isolated Langerhans islets, with the results outlined in Fig. 3(a). Notably,
exposure to 30 pg/ml free TQ resulted in an approximately 40 % loss of
viability in islet cells. In contrast, islets treated with TQ-PEG4gpo-NP at
the same concentration exhibited stable viability and slightly improved
viability compared to the negative control.

Fig. 3(b) presents the results of the insulin secretion assay using the
Mouse Insl/Insulin-1 ELISA kit. There was no significant difference
between the control and the PEG4go polymer, indicating the absence of
an effect on insulin stimulation by the PEG400p polymer. However, a
highly significant difference was observed between the control and cells
treated with TQ as well as TQ-PEG400o-NP nanoparticles, suggesting a
notable effect of the molecule on insulin stimulation. Interestingly, the

c)

c1)

c2)

c3)

c4)

Fig. 2. a) Cytotoxicity of TQ and TQ-PEG4000-NP on EMT6 line. b) Cytotoxicity of TQ and TQ-PEG4000-NP on NIT-1 line. ¢) Photos taken during cytotoxicity tests of
TQ-PEG4000-NP on Nit. c1) 72 h from TQ-PEG400o-NP (3 pg/ml) deposit. ¢2) 72 h from TQ-PEG400o-NP (10 pg/ml) deposit. ¢3) 72 h from TQ-PEG4000-NP (30 pg/ml)
deposit. c4) 72 h from TQ-PEG400o-NP (60 pg/ml) deposit under the light microscope (Nikon, EclipseTs2). Cells were observed at 20x magnification.
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TQ (30 pg/ml) after 24h. c4) Islet treated with TQ (30 pg/ml) after 48h. For each set (n = 3), data were displayed as mean + SEM. Ns: not significant, *P < 0.05, **P
< 0.01, ***P < 0.001, significant compared to the control (one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test). Islets were observed at 10x magnification.
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Fig. 4. Protective effect of TQ and TQ-PEG40o-NP on STZ-damaged NIT-1 a) Cell viability of NIT-1 after treatment with TQ 10 pg/ml + STZ 6 mM and TQ-PEG4000-
NP 10 pg/ml + STZ 6 mM and STZ 6 mM as positive control. b) cell viability of NIT-1 after treatment with TQ 30 pg/ml + STZ 6 mM and TQ-PEG4qgo-NP 30 pg/ml +
STZ 6 mM and STZ 6 mM as positive control. ¢) NIT-1 when testing the protective effect of TQ under the microscope (Nikon, EclipseTs2). c1) Untreated NIT-1 after
72h of culture (negative control). c2) NIT-1 after 24h of treatment with STZ (positive control). ¢3) NIT-1 treated with 10 pg/ml TQ + 6 mM STZ. c4) NIT-1 treated
with 10 pg/ml TQ-PEG4000-NP + 6 mM STZ. c¢5) NIT-1 treated with 30 pg/ml TQ + 6 mM STZ. (C6): NIT-1 treated with 30 pg/ml TQ-PEG4000-NP + 6 mM STZ. For

each set (n = 3), data were displayed as mean + SEM. Ns: not significant, *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, significant compared to the control
(one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test). Cells were observed at 20x magnification.
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amount of insulin secreted by islets treated with free TQ and TQ-
PEG4000-NP at a concentration of 30 pg/ml was nearly identical.
Although the actual amount of TQ in the capsules at this concentration
was 5.1 pg/ml, there was no significant difference between TQ and TQ-
PEG4000-NP. This implies that the capsule enhanced the solubility and
bioavailability of TQ, demonstrating that free TQ (30 pg/ml) and
encapsulated TQ (5.1 pg/ml) have similar effects on islet insulin
stimulation.

3.5. Protective effect of free-TQ and TQ-PEG4000-NP of p-cells against
STZ toxicity

In the present study, NIT-1 p-cells were incubated with STZ (6 mM),
and subsequent measurement of cell viability was conducted at two
concentrations, 10 pg/ml (Fig. 4(a)) and 30 pg/ml (Fig. 4(b)), using free
TQ, PEG4000, and TQ-PEG4000-NP.

The findings revealed that exposure to STZ (6 mM) resulted in
approximately 45 % cell death in untreated f§ NIT-1 cells. Interestingly,
cells treated with 10 pg/ml TQ and then exposed to 6 pg/ml STZ
exhibited protection against cytotoxicity, with only approximately 15 %
cell death observed. Similarly, cells treated with TQ-PEG4¢po-NP nano-
particles at 10 pg/ml showed a 16.5 % cell death rate in the presence of
STZ. At a concentration of 30 pg/ml, a slight improvement in the pro-
tective effects of both TQ and TQ-PEG400o-NP was noted. Specifically,
STZ caused only 13 % cell death in cells treated with free TQ and 15 % in
those treated with TQ-PEG4gpo-NP. These results suggest a partially
protective effect of TQ, and indicate that encapsulation further enhances
this protection.

3.6. TQ and TQ-PEG49ppp-NP stimulated insulin secretion

The findings presented in Fig. 5 indicate that thymoquinone, in
addition to its non-toxic impact on p-cells and Langerhans islets and its
protective effect against the apoptotic action of STZ, significantly
stimulates insulin production. This insulin-stimulating capability was
evident even at very low doses of 10 pg/ml (Fig. 5(a)) and was sustained
at a concentration of 30 pg/ml (Fig. 5(b)).

Encapsulation with PEG4gg did not seem to affect this stimulation;
instead, it appeared to enhance it. However, it is important to note that
the observed effect remained relatively modest, likely because of the low
concentration of TQ present in the TQ-PEG400o-NP nanoparticles.

3.7. Oxidative stress markers measurement

In this study, the antioxidant effects of TQ and TQ-PEG4(go-NP were
investigated by assaying biochemical markers such as MDA, SOD, and
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GSH. As illustrated in Fig. 6, a distinct increase in the levels of oxidative
stress markers, specifically MDA and SOD, was observed when free TQ
was administered at concentrations of 10 pg/ml and 30 pg/ml. In
contrast, these markers were reduced or absent when the encapsulated
molecules (TQ-PEG40go-NP at 10 and 30 pg/ml) were used. This obser-
vation may be associated with the cytotoxicity of TQ, as evidenced by
the results shown in Fig. 2(b), where viability was approximately 80 %
for cells treated with free TQ and 120 % for cells treated with encap-
sulated TQ. This suggested that cell death may be attributed to TQ-
induced oxidative stress.

Additionally, it is noteworthy that there was a substantial increase in
the quantity of GSH in cells that exhibited oxidative stress. This result
partially supports the antioxidant effects of TQ and underscores the need
for further investigation to understand the mechanism of action of TQ in
B-cells.

3.8. Regenerative effect of free and encapsulated TQ on NIT-1

To investigate the impact of TQ and PEGylation on NIT-1 cell
regeneration, treatment with TQ and TQ-PEG4g0o-NP at concentrations
of 10 and 30 pg/ml was conducted following destruction by STZ. The
aim of this study was to assess the ability of TQ and its encapsulated
form, TQ-PEG4000-NP, to repair the damage inflicted by STZ on p-cells
with a focus on cell viability. The results in Fig. 7 demonstrate an 8-10 %
improvement in viability at 10 pg/ml concentration of TQ and TQ-
PEG4000-NP compared to cells treated solely with STZ. A more pro-
nounced effect was observed at 30 pg/ml, with a 12-14 % increase in
cell regeneration. Notably, the effects of the free molecule and the
encapsulated forms were nearly identical. This result is promising,
considering that the capsule contains only 1/6 of the molecule compared
to its free state. Hence, the TQ-PEG400o-NP capsule exhibited enhanced
solubility and bioavailability, leading to a more favorable effect on beta
cells without inducing cytotoxicity.

3.9. Theoretical investigation of the interaction TQ-PEG 4990-NP

One approach to gaining insights into the interaction of drug mole-
cules with polymer-based excipients involves calculating the binding
energy from first principles. In this study, we aimed to explore the
interaction of TQ with PEGy4gpo by identifying the most favorable
adsorption site for the optimized TQ structure on the polymer PEG4g0o
through adsorption calculations. Ten PEG polymer chains of varying
lengths ranging from ten to 90 units were employed to achieve this. The
applied method successfully generated ten distinct configurations of the
TQ-PEG4000-NP system. The most thermodynamically stable configura-
tion was determined on the basis of the most negative adsorption
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Fig. 5. Effect of TQ and TQ-PEG4000-NP on insulin secretion in NIT-1 line cells. a) the amount of insulin secreted by NIT-1 cells treated with 10 pg/ml TQ, 10 pg/ml
TQ-PEG4000-NP, and PEG4go. b) the amount of insulin secreted by NIT-1 cells treated with 30 pg/ml TQ, 30 pg/ml TQ-PEG4000-NP, and PEG4000. For each set (n = 3),
data were displayed as mean + SEM. Ns: not significant, **P < 0.01, significant compared to the control (one-way ANOVA followed by Tukey’s post hoc test).
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Fig. 7. Regenerative effect of TQ and TQ-PEG4000-NP on STZ-damaged NIT-1 cells. a) Viability improvement rate of NIT-1 cells treated with STZ + TQ (10 pg/ml and
30 pg/ml) and TQ-PEG400o-NP (10 pg/ml and 30 pg/ml) for 48h. b) NIT-1 when testing the regenerative effect of TQ under the microscope (Nikon, EclipseTs2). b1l)
NIT-1 treated with STZ only. b2) NIT-1 treated with STZ + TQ-PEG4000-NP 10 pg/ml b3) NIT-1 treated with STZ + TQ-PEG4000-NP 30 pg/ml. For each set (n = 3),
data were displayed as mean + SEM. Ns: not significant, **P < 0.01, ***P < 0.001, ****P < 0.0001, significant compared to the control (one-way ANOVA followed

by Tukey’s post hoc test). Cells were observed at 20x magnification.

energy. The adsorption energies (AE) of the interacting components
within the investigated complex were estimated using the following
equation:

AE =E(complex) — E(TQ) — E(PEG)

Where E (TQ), E (PEG), and E (complex) are the energies of the drug,
carrier, and complex, respectively.

A comparison of the results presented in Table 2 highlights the in-
fluence of polymer chain length on the interaction energy. In the gas
phase, the values varied, with the highest energy observed for n = 10
(AE TQ-PEG = —30.222 kcal/mol) and the lowest value for PEGn = 90
(AE TQ-PEG = —420.120 kcal/mol).

The shortest distance measured between TQ and the PEGn = 90
chain was 1.85 A. The energy involved in adsorption predominantly
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Table 2
Energies of interaction (AE in kcal/mol) between TQ and different chains of PEG
(n = 10 to 90) in gaseous and aqueous phases with measured distance (A).

level of AErq.pEG gas AE1q.pEG Distance Distance
polymerization (n) phase (kcal/ water (kcal/ gas phase water(A)
of PEG mol) mol) @A)

n=10 —30.222 —21.129 2.45 2.50
n=20 —51.129 —41.197 2.40 2.50
n=30 —189.899 —169.699 2.20 2.50
n=40 -171.717 —158.917 2.35 2.45
n=50 —182.126 —179.295 2.15 2.15
n=60 —295.777 —270.897 2.00 2.50
n=70 —300.101 —264.521 1.95 2.00
n=80 —350.124 —319.221 1.95 2.00
n=90 —420.120 —400.111 1.85 1.95

stems from Van der Waals interactions. Examination of the simulation
results in Fig. 8 reveals that the active compound, thymoquinone,
consistently positioned itself with the isopropyl and methyl groups
facing the atoms of the polymer chain. At the same time, the ring con-
taining two double bonds appeared somewhat distant from the polymer
chain. This spatial arrangement is primarily due to attractive Van der
Waals interactions, with the interaction with the ring appearing some-
what repulsive.

Additionally, thymoquinone was found in three positions: first,

Journal of Drug Delivery Science and Technology 98 (2024) 105926

surrounded by the polymeric chain, enveloped within it; second, posi-
tioned outside the chain along its length; and finally, located at the far
end of the PEG chain. These observations provided valuable insights into
the spatial dynamics of the TQ-PEG4gqo interaction, shedding light on
the intermolecular forces at play during adsorption.

In Fig. 9, The optimized configuration of the PEG-TQ complex at a
molar ratio of (1:4) is depicted, which is consistent with the experi-
mental preparation. Three binding modes were discernible when
examining the potential deposition poses of TQ on the PEGn = 90
polymer chain. First, TQ was deposited on the surface of PEGyggo,
establishing robust Van der Waals interaction forces. Additionally,
PEG4000 encapsulates TQ in the cavity, as illustrated in Fig. 9. At another
binding site, TQ effectively adheres to the PEG49gp polymer through a
robust hydrogen bond formed between the hydrogen atom of the hy-
droxyl (OH) functional group on the PEG chain and the oxygen atom of
the quinone group on the TQ molecule. The distance of this interaction
was measured at 1.8 A. These diverse binding modes provide a
comprehensive view of the intricate interactions between TQ and
PEGyq00, offering valuable insights into the structural dynamics of the
PEG-TQ complex.

4. Discussion

In this study, we investigated the potential of PEG4000 encapsulation

Fig. 8. Presentation of final configurations of different encapsulation systems PEG/Thymoquinone in gas phase with varied chain length (n = 10 to 90): Thymo-
quinone is colored in orange, a polymer as CPK colored in green. (For interpretation of the references to color in this figure legend, the reader is referred to the Web

version of this article.)

10
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Fig. 9. Possible adsorption configuration of the complex PEG-TQ for the
experimental molar ratio (1:4) (lattice parameters: a = b = ¢ = 19.72).

to enhance the antidiabetic activity of thymoquinone (TQ), a primary
monoterpene derived from Nigella sativa seeds [35]. Studies have
shown that TQ exhibits diverse pharmacological effects, prominently
recognized for its antidiabetic [11] and antitumor [36,37] properties.
Despite its therapeutic potential, challenges associated with TQ’s
limited solubility of TQ in biological media hinder its widespread
application in pharmacology. The pursuit of enhancing the solubility
and bioavailability of pharmaceuticals has led to growing emphasis on
the encapsulation of active compounds [33-40]. This approach has been
explored using various polymers and encapsulation systems and has
yielded positive results and improved solubility. However, the drawback
of the elevated toxicity associated with many of these systems has cur-
tailed their practical utility in pharmacies. Polyethylene glycols (PEGs)
have emerged as promising polymers owing to their remarkable
encapsulation efficiency, bioavailability enhancement, and favorable
safety profiles [41,42].

In this study, we opted for PEG4000 as the encapsulation agent for
TQ, a decision grounded in compelling findings from our ongoing yet-to-
be-published investigations that systematically assessed PEG 1000,
2000, 3000, 4000, and 6000. Notably, PEG4000 consistently out-
performed other PEG variants in terms of solubilizing the active in-
gredients, facilitating product release, and enhancing encapsulation
efficiency, surpassing the results reported in previous studies. Specif-
ically, TQ-chitosan and PVP-TQ nanoparticles exhibit lower encapsula-
tion efficiencies of 75.7 % [43] and 83.2 %, respectively [24]. In
contrast, our study demonstrated an exceptional encapsulation effi-
ciency of approximately 99 % for TQ with PEG4000. In addition, The
TQ-PEG4000-NP formulation in our study offers significant improve-
ments over TQ encapsulated in PLGA and Chitosan [44] in terms of
particle size, purity, and potential stability. These enhancements make
the TQ-PEG4000-NP formulation a superior candidate for therapeutic
applications, potentially offering better bioavailability and efficacy than
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existing nanoformulations. Cytotoxicity profiles. The XTT assay showed
no significant impact on the viability of EMT6 tumor cells, with viability
exceeding 92 %, unlike TQ-CsNPs, which exhibited CC50 values of 191.3
+ 3.9 pg/ml and 148.2 + 1.9 pg/ml for free TQ and TQ-CsNPs,
respectively [43]. Furthermore, free TQ demonstrated moderate cyto-
toxicity to NIT-1 p-cells, reducing viability to 68 % at 60 pg/ml, whereas
TQ-PEG 4000-NP not only eliminated this toxicity, but also stimulated
B-cell proliferation, achieving approximately 120 % viability. In
contrast, liposomal-TQ caused a dose-dependent reduction in metabolic
activity in MCF7 and MCF10 cells, with approximately 50 % viability at
50 pM [45]. These results highlight the balanced approach of PEG-4000
encapsulation, ensuring minimal toxicity and promoting cell viability,
thus underscoring TQ-PEG 4000-NP as a superior and safer nano-
formulation for therapeutic applications.

In an in silico study, PEGs of various sizes were evaluated for their
interaction with water molecules and dihydrothymoquinone. PEG with
90 monomers, that is, PEG4000, provides good encapsulation efficiency
[46].

The FTIR study findings did not reveal any chemical interactions
between the functional groups of thymoquinone (TQ) and PEG4o0o
polymer. This absence of chemical interaction suggests the possibility of
a physical interaction, a proposition supported by a theoretical Density
Functional Theory (DFT) study. This interaction may be attributed to
PEG’s affinity of PEG for water molecules, as discussed earlier. Inter-
estingly, the polymer chain envelops the TQ molecules without estab-
lishing specific interactions, consistent with previous observations [47,
48]. Importantly, this mode of interaction did not hinder the release of
TQ into aqueous medium. Notably, TQ exhibits a faster release in water
than in acetonitrile and demonstrates effectiveness across various pH
levels.

Scanning electron microscopy (SEM) was employed to observe and
analyze the size, shape, and surface characteristics of TQ-PEG4(go-NP
nanoparticles. These attributes are pivotal in determining nanoparticle
adhesion, interaction, and absorption by the cells of the body. SEM ex-
amination revealed that TQ-PEG4poo-NP exhibited dimensions of less
than 60 nm and featured a notably smooth surface, as depicted in Fig. 1
(d). The nanoparticles displayed a roughly spherical morphology, with
an average diameter of 46.31 + 14.09 nm. Notably, biodistribution
studies have consistently indicated that spherical nanoparticles possess
enhanced absorption capabilities, rendering them well-suited for ap-
plications in drug delivery [49,50]. This characteristic is promising for
improving drug delivery efficiency and advancing therapeutic applica-
tions. The toxicity assessment demonstrated that PEG4gg¢ did not harm
the EMT6 and NIT-1 cell lines, confirming the safety profile of this
polymer. However, TQ exhibited moderate cytotoxicity in the NIT-1
cells. To understand the effect of TQ on p-cell viability, we quantified
oxidative stress markers, including GSH, MDA, and SOD. These results
suggest that TQ may exert a pro-oxidant effect, as evidenced by an
elevated concentration of total SOD and MDA, potentially accounting
for the observed toxicity in the NIT-1 cell line. SODs play a crucial role in
protecting the body against oxidative stress, participating in various
diseases, such as ischemia and reperfusion, neurodegenerative disor-
ders, diabetes, and cancer. They are critical in pathological or
pre-pathological conditions, including inflammation, cell signaling, and
immune response [51-53]. SOD functions via Os. (superoxide) into
H,0; (hydrogen peroxide). Superoxides are generated by enzymes such
as xanthine oxidase (XO) [54] and NADH/NADPH oxidases [55].
Elevation in reactive oxygen species (ROS) levels, particularly Os.- can
induce cell damage, specifically lipid oxidation in the cell membrane,
leading to the production of malondialdehyde (MDA) [56]. The pro-
tective role of superoxide dismutase (SOD) is pivotal, as it converts O.-
(superoxide) into HyO, (hydrogen peroxide), which is subsequently
transformed into Oy and H20 by catalase. Our study revealed elevated
levels of SOD and malondialdehyde (MDA). The surge in MDA levels
may be attributed to the pro-oxidant effect of TQ, leading to an increase
in reactive oxygen species (ROS), including O».- Responsible for lipid
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oxidation.

Conversely, an increase in SOD levels can be interpreted as a
mechanism that alleviates the stress induced by Os.-. Prior research has
suggested that TQ may enhance xanthine oxidase (XO) activity under
specific concentration conditions [57]. Simultaneously, our investiga-
tion revealed the antioxidant role of TQ, contributing to a substantial
increase in glutathione (GSH) content. GSH, an essential tripeptide and
antioxidant, protects the cells against free radicals. It is a co-factor for
detoxifying enzymes, such as glutathione peroxidases, glutathione
S-transferases, and glyoxalases [58]. Among its multifaceted functions,
GSH detoxifies products resulting from reactive oxygen species
(ROS)-mediated lipid oxidation, such as MDA and 4-hydroxy-2-nonenal,
and potentially numerous other ROS intermediates [59].

This study effectively demonstrated the antidiabetic effects of TQ.
TQ enhances viability and insulin secretion in Langerhans islets and
B-cells. Furthermore, it protects against the toxic effects of streptozoto-
cin (STZ). Regeneration of p-cell viability, even after extensive
destruction by STZ, emerged as a pivotal outcome of this study. These
findings underscore the antidiabetic potential of TQ in regenerating
pancreatic tissue adversely affected by STZ, a phenomenon previously
observed in an animal model [35]. The robust efficacy of TQ in stimu-
lating insulin secretion was corroborated by the islets of Langerhans and
the NIT-1 cell model, collectively confirming the anti-diabetic effect of
free TQ through enhanced insulin secretion.

This study highlights two pivotal findings. First, free thymoquinone
(TQ) exhibits toxicity in p-cells, primarily owing to its pro-oxidant effect,
leading to the generation of reactive oxygen species (ROS). However,
encapsulating TQ with PEG4ggp to form TQ-PEG4p00-NP significantly
mitigates this toxicity, especially in p-cells (NIT-1). Second, TQ dem-
onstrates a potent antidiabetic effect characterized by its capacity to
stimulate insulin secretion, safeguard p-cells against streptozotocin
(STZ) toxicity, and facilitate the regeneration of cells even after their
extensive destruction by STZ. Notably, these therapeutic effects of TQ
persisted even after encapsulation within PEG4ggo.

To gain deeper insights into the interaction between TQ and PEG4q0o,
an in-silico study was conducted utilizing Density Functional Theory
(DFT) methods. DFT, known for its cost-effectiveness, was employed to
simulate the interaction between PEG4pgp chains and TQ, revealing
fundamental material properties, such as geometric structure, energy,
and electrical and optical characteristics. An increase in the number of
polymer repeat units (n) was found to enhance the adsorption energy,
facilitated by the increased flexibility of the polymer, allowing the car-
rier to encapsulate thymoquinone efficiently. The PEG (n = 90) chain
emerged as the optimal polymer length for encapsulating TQ, resulting
in an estimated adsorption energy of —420.120 kcal/mol.

In the solvent medium, it was observed that the adsorption distance
of TQ from the polymer increased, suggesting that the presence of water
enhances the release of TQ from the PEG nanocarrier. This phenomenon
is consistent with the results obtained from the drug release test. This
was attributed to the hydrophilic nature of PEG4p00, which exhibited a
greater tendency to interact with water, facilitating the liberation of TQ.
Additionally, hydrogen bonding and dominant Van der Waals (VdW)
forces were identified as crucial factors responsible for the binding of TQ
to the polymer carrier at three distinct binding sites. Consequently, the
study concluded that TQ exhibits a favorable and significant interaction
with PEG4gg, as evidenced by the substantial negative value of the
adsorption energy. Further investigations are recommended to elucidate
the underlying mechanisms of PEGs in mediating these effects.

5. Conclusion

In conclusion, this study validates the significant anti-diabetic
properties of thymoquinone (TQ) on the Islets of Langerhans and
B-cells. TQ has protective and regenerative effects against the toxic ef-
fects of streptozotocin (STZ). Furthermore, TQ has emerged as a potent
stimulator of insulin secretion, demonstrating its potential therapeutic
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role in the management of diabetes. The moderate toxicity of TQ,
especially at elevated concentrations, is partly attributed to its pro-
oxidant action. Despite this, the encapsulation of TQ with PEG4ggo, as
evidenced by the TQ-PEG40po-NP formulation, appeared to enhance its
antidiabetic activity and decrease its toxicity. Encapsulation augments
the protective effect of TQ on p-cells and improves its solubility,
potentially expanding its pharmaceutical applications. However, in vivo
investigations are needed to validate the antidiabetic effects of TQ-PEG
4000 nanoparticles and improve the bioavailability of TQ.
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Résumé

Résumé :

L'étude présentée dans ce manuscrit explore l'effet de I'encapsulation de composés
naturels, tels que la quercétine, la thymoquinone et la curcumine, sur leurs propriétés anti-
apoptotiques et antioxydantes dans les cellules B des ilots de Langerhans, dans le contexte du
stress oxydatif et de I'apoptose induits par la streptozotocine, un modele de diabéte de type 1.
Les résultats montrent que 1'encapsulation basée sur le PEG4000 améliore significativement la
solubilité et la libération controlée des composés. Par exemple, 'efficacité d'encapsulation a
atteint 85 % pour la quercétine, et sa libération a été prolongée jusqu'a 24 heures dans des
conditions physiologiques simulées. Sur le plan biologique, la quercétine encapsulée a permis
une augmentation de la viabilité cellulaire de 78 % a 91 % chez les cellules NIT-1
endommageées, tout en réduisant de manicre significative les niveaux de malondialdéhyde
(MDA) et en augmentant l'activité de la superoxyde dismutase (SOD). Les analyses in silico
ont confirmé des interactions moléculaires favorables entre les composés encapsulés et les

polymeres, renfor¢ant leurs propriétés thérapeutiques.

Ces résultats indiquent que l'encapsulation des composés naturels est une stratégie
efficace pour améliorer leurs performances biologiques, notamment en termes de protection des
cellules . Pour 1'avenir, il serait pertinent d'étendre ces travaux a des mod¢les animaux afin de
valider l'efficacité in vivo, d'explorer 1'encapsulation d'autres composés antidiabétiques et
d'optimiser les systémes de libération pour une application clinique durable. En complément,
l'intégration de la thérapie cellulaire pourrait constituer une avancée prometteuse dans le

traitement du diabéte de type 1.

Mots clés : Quercétine ; Thymoquinone; Curcumine ; Cellules g (NIT-1) ; Streptozotocine;
Stress oxydatif ; Apoptose ; Diabéte de type 1 ; PEG4000.



Résumé

Abstract :

The work presented in this study investigates the effects of encapsulating natural
compounds, such as quercetin, thymoquinone, and curcumin, on their anti-apoptotic and
antioxidant properties in B-cells of the islets of Langerhans after inducing the oxidative stress
and the apoptosis by streptozotocin, a model for type 1 diabetes. The results indicate that
PEG4000-based encapsulation has significantly enhanced the solubility and the controlled
release of these compounds. For instance, the encapsulation efficiency of quercetin reached
85%, and its release was extended for up to 24 hours under simulated physiological conditions.
In addition, the encapsulated quercetin has enhanced the cell viability from 78% to 91% in
damaged NIT-1 cells, and significantly reduced the malondialdehyde (MDA) levels and
increased superoxide dismutase (SOD) activity. The in-silico analyses have confirmed
favorable molecular interactions between the encapsulated compounds and the polymers, thus

enhancing their therapeutic potential.

The obtained results confirm that the encapsulation of natural compounds is an effective
strategy to enhance their biological performance, particularly in protecting B-cells. Future
research should validate the in vivo efficiency of these compounds using animal models, explore
the encapsulation of other antidiabetic compounds, and optimize delivery systems for
sustainable clinical applications. Also, the use of cell therapy could represent a promising

advancement in the treatment of type 1 diabetes.

Mots clés : Quercetin, Thymogquinone, Curcumin; B-cells (NIT-1) ; Oxydative Stress;
Apoptosis ; Streptozotocin; Type 1 Diabetes; PEG4000
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