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Abstract:

In this study, the anti-cancer activity of chitin derivatives: chitosan and
chiosanoligosaccharide, well as that of two groups of molecules chemically synthesized: a
first group of six spiro molecules [lactone-cyclohexanone] 4-9 compounds spiro and a second
group of nine chromone and coumarin derivatives (1-9) was assessed against different human
cancer cell lines. The results showed that among them, 4 and 9 down-regulated cancer cell
viability and proliferation. Compound 4 inhibited TNFa-induced NF-xB activation in a dose-
dependent manner. Compounds 1,2,8 and 9 showed the most interesting proliferation
inhibition potential of the cell lines among the chromone and coumarin derivatives group.
Compound 8 induces apoptotic cell death in HCT-116 cells in a dose and time dependent
manner, as can be seen from the results of flow cytometry and Western blotting.
Key words: Anti tumoral activity, apoptosis, coumarine derivatives, cytotoxicity,
XCELLIGENCE.

Résumé :

Dans ce travail, ’effet anti cancéreux des dérivés de la chitine: le chitosane et les
chitosaneoligosaccharides, ainsi que celui de deux groupes de molécules synthétisées
chimiquement : un premier groupe de six molécules spiro [lactone-cyclohexanone] 4-9 et un
deuxieme groupe de neuf dérivés chromone et coumarin (1-9), a été évalué envers différentes
lignées cancéreuses humaines. Les résultats ont montré que les composés spiro 4 et 9
affectaient significativement la viabilité et la prolifération des lignées cellulaires K562 et
U937. Le composé 4 a montré un potentiel d’inhibition de I’activation du NF-kB induite par
le TNFa d’une maniere dose-dépendante. Les composés 1,2,8 et 9 ont montré le potentiel
d’inhibition de la prolifération des lignées cellulaires le plus intéressant parmi le groupe des
dérivés chromone et coumarine. Le composé 8 a induit la mort cellulaire par apoptose aux
cellules HCT-116, d'une maniere dépendante de la dose et du temps, comme on peut le
constater avec les résultats de la cytométrie en flux et du Western blot.
Mots-clés : Activité anti-tumorale, apoptose, derivés coumariniques, cytotoxicité,
XCELLIGENCE.
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Introduction

I- Introduction :

Les cancers figurent parmi les principales causes de morbidité et de mortalité dans le
monde; en 2012, on comptait approximativement 14 millions de nouveaux cas et 8,2 millions
de déces liés a la maladie [1]. Bien que I’incidence du cancer soit en augmentation dans la
plupart des régions du monde, les taux d’incidence demeurent les plus élevés dans les régions
les plus développées, mais la mortalité est relativement beaucoup plus élevée dans les pays en
développement, faute de détection précoce et d’accés aux traitements. Une modification
profonde du mode de vie collectif et individuel (augmentation du tabagisme, du stress, de la
sédentarité, de I'urbanisation..) et d’'un mode alimentaire déséquilibré sont a 1’origine de
I’émergence des Maladies Non Transmissibles (MNT) dont le cancer.

En Algérie, dans le cadre de la planification sanitaire du pays en 1975, le cancer avait
été identifi¢ comme le 17¢me probléme de santé. C’est seulement au cours des années 2000
que les spécialistes ont pris conscience de I’ampleur du probléme [2]. Le constat établi a été
que D’approche médicale restait centrée sur le curatif et qu’il n’existait pas de réflexion
stratégique sur ’analyse factuelle concernant le patient et son environnement ainsi que sur la
prévention. De plus, les grandes mutations et innovations scientifiques, technologiques et
économiques sont actuellement tellement rapides et profondes qu’elles nécessitent une
vigilance soutenue pour qu’a 1’avenir, et en cas de besoin, I’Algérie puisse s’adapter
rapidement.

C’est pour ces raisons que Monsieur le Président de la République a érigé la lutte contre
le cancer en une grande priorité nationale et I’a inscrite en tant que chantier présidentiel a un
niveau de mobilisation sans précédent. C’est dans le cadre de cette mobilisation, que se sont
inscrits les deux rapports d’évaluation de 2013 dont les recommandations ont conduit tout
naturellement a 1’¢élaboration d’un “Plan National Cancer 2015-2019 ™ [2].

Différents types de cancers peuvent €tre distingués selon la nature du tissu atteint. Ainsi,
s’il s’agit de cellules épithéliales, le terme « carcinome » est utilisé pour désigner la tumeur.
S’il s’agit de tissu de soutien (tissus conjonctifs), de tissus osseux, cartilagineux ou
musculaire le terme « sarcome » est employé.

Le cancer peut aussi affecter les cellules du sang et ces cancers regroupent les
lymphomes et les leucémies (ou leucoses). D’aprés les données de 1’observatoire européen du

cancer de 2008, les lymphomes et les leucémies étaient encore parmi les cancers les plus
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fréquents en Europe. D’autres part, I’incidence de ces cancers est encore associée a un taux de
mortalité élevé, d’ou I'intérét de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Les plantes ont toujours été une excellente source d'agents biologiquement actifs utilisés
dans la médecine traditionnelle. Les phytomédicaments égyptiens (comme la myrrhe, cassia,
le thym, le henné, le genévrier, le ricin, le carvi, la marjolaine et la menthe verte), les plantes
médicinales chinoises et la médecine ayurvédiques ont été utilisés depuis I’antiquité pour
traiter différentes maladies et affections humaines [3].

Les médicaments anticancéreux actuellement utilisés sont principalement d'origine
naturelle ou semi-synthétique dérivés de produits naturels. La littérature a révélé que 69% des
agents anticancéreux approuvés depuis 1980-2002, sont d’origine ou développés a partir de
sources naturelle [4].

Aussi, avons - nous entamé dans le cadre de la these de magister (2008-2012) un travail
portant sur : « I’effet de la chitine et de ses dérivés sur les lignées cancéreuses humaines Hep2
et RD».

Les résultats obtenus nous ont poussés a élargir notre spectre de prospection parmi les
familles de molécules obtenus par synthese a partir de molécules connues pour leurs effets
thérapeutiques en général et anticancéreux en particulier.

Ainsi, nous nous sommes intéressés dans la présente étude, a d’autres dérivés de la
chitine mais aussi a d’autres groupes de molécules, connus pour leurs effets anticancéreux, a
savoir: Les spirocycliques, les lactones, les chromones et les coumarines.

En effet, ces familles de molécules représentent des groupes intéressants de chémotypes
dérivés de plantes avec un fort potentiel anticancéreux. Les spiro-lactones sont des molécules
rencontrées dans une large gamme de produits naturels issus de plantes, champignons,
insectes, sécrétions, toxines des mollusques et autres organismes vivants.

Beaucoup de ces composés affichent diverses propriétés biologiques attractives telles
que les propriétés antimicrobiens, cytostatiques ou activités cytotoxiques, et sont
généralement utilisés comme agents antibiotiques.

Etant donné les différents effets secondaires qu’engendre 1’actuelle chimiothérapie ainsi
que les médicaments anti tumoraux chimio-préventifs, la découverte de nouveaux
médicaments, en particulier d'origine naturelle devient impératif. Les coumarines naturelles et
synthétiques ont attiré une grande attention en raison de leur large gamme de propriétés
biologiques, telles que les anticancéreux, anti-mutageénes, anti-inflammatoires, antibactériens

et les activités antifongiques.
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Cependant, les composés naturels ont généralement tendance a €tre moins puissants
lorsqu'ils sont utilisés pour la prévention et le traitement du cancer. Pour cela, de nouvelles

stratégies doivent étre envisagées pour obtenir de nouveaux composés plus efficaces.

En plus des méthodes traditionnelles et classiques de criblage des plantes médicinales,
des algues marines ou d'autres sources naturelles , de nouvelles approches dans ce domaine,

telle que la «reverse pharmacognosie ", devraient étre couplées avec le «criblage a haut
débit», le «criblage virtuel et les bases de données in silico» afin de trouver de nouveaux
composés anticancéreux plus efficaces avec une toxicité inférieure et une activité supérieure.

En effet, si les connaissances de la chimie et du criblage a haut débit sont combinées,
l'identification de nombreux composés actifs et sélectifs seraient possibles [5].

De notre part, nous avons utilis€ une autre stratégie afin d’augmenter l'efficacité des
agents anti tumoraux, et afin de lutter plus efficacement contre le cancer. Cette stratégie
consiste a utiliser des composés apres avoir subi des modifications sur les leurs structures
chimiques actives.

Basé sur le principe de la combinaison dans la conception de médicaments, le couplage
de la coumarine avec différentes molécules bioactives est 1'un des moyens les plus efficaces.

Ces dernieres années, l'une des méthodes adoptées pour traiter le cancer est la
combinaison de la chimiothérapie avec l'utilisation d'agents possédant différents mécanismes
d'action. Par conséquent, une seule molécule contenant plus d'un pharmacophore, chacun avec
différents modes d'action, pourrait étre bénéfique pour le traitement du cancer.

Plusieurs groupes de recherche, qui ont adopté cette approche, ont récemment utilisé des
molécules hybrides en couplant des coumarines avec différentes molécules bioactives, telles
que le resvératrol, le maléimide et l'acide alpha-lipoique; ces études ont abouti a de nouveaux
composés présentant des activités antiplaquettaires, antioxydantes et anti-inflammatoires.

Dans notre étude, nous avons évalué 1’effet antiproliférative et le potentiel d'inhibition
du NF-kB de nos composés spiro, composés synthétiques, sur deux lignées de cellules
leucémiques humaines différentes (U937 et K562). Aussi nous avons testé un deuxieéme
groupe de molécules: Les dérivés chromone et coumarin pour leurs effets anticancéreux sur
différentes lignées cancéreuses humaines avec la technique Real Time Cell Analyzer

(xCELLigence).
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II-1- Le cancer :
I1-1-1- Epidémiologie :

Le cancer est un probleme majeur de santé publique dans le monde. En 2015, 8,8
millions de personnes sont mortes du cancer, ce qui représente presque un déces sur 6 a
I’échelle mondiale [1]. La fréquence des cancers pourrait augmenter de 50 % dans le monde,
avec 15 millions de nouveaux cas par an en 2020.

A T’horizon 2030, il est prévu que le nombre de déces par cancer dans le monde s’¢éléve
a 13,1 millions [1].
En Algérie augmentation de I’incidence de cette maladie qui est passée de 80

nouveaux cas pour 100.000 habitants en 1990 a plus de a plus de 107 nouveaux cas pour
100.000 habitants en 2014 (c.a.d 41870 cas en 2014) est significative et il est prévisible

qu’elle va progresser, pouvant atteindre rapidement 50.000 cas par an (Figure 01) [2]
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Figure 01 : Evolution estimée du nombre de cas de Cancer en Algérie. [2]

Actuellement, I’age moyen pour tous les cancers est de 54 ans. Cet age est bas comparé

a I’4ge médian des cancers dans les pays développés (62 ans en moyenne).
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Figure 02 : Cancers Hommes : Répartition de I’incidence par tranches d’ages
(Incidence pour 100.000 - Année 2010 ) [2]

La répartition des cancers par tranches d’ages souligne bien la tendance observée depuis
le début de leur enregistrement, a savoir, un nombre de cas plus élevé chez les femmes, une
apparition plus précoce du cancer chez les femmes (39 ans) que chez les hommes (49 ans) [2]
et une diminution du nombre de cas a partir de 65 ans chez les femmes, age auquel commence

I’ascension de I’incidence masculine.
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Figure 03 : Cancers femmes : Répartition de I’incidence par tranches d’ages
(Incidence pour 100.000 - Année 2010) [2]

Les formes de cancer les plus fréquentes chez ’homme (Figures 04) sont ceux du
poumon, du colo-rectum, de la vessie, de la prostate et de 1’estomac. Ils constituent 52,5% de

tous les cancers masculins.
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Le cancer du poumon, a lui seul, représente environ 15% des cancers masculins. Ceci
confirme et consolide les tendances depuis 2001 avec la prédominance, chez I’homme, des
cancers liés au tabagisme (poumon - vessie), du cancer de la prostate qui connait une
augmentation rapide depuis le début des années 2000 et des cancers digestifs notamment
colorectaux. L’¢lévation de I’incidence des cancers de la prostate se confirme. Il est,

aujourd’hui, le 3¢me cancer chez I’homme [2].
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Figure 04 : Les formes de cancers les plus fréquents chez I’homme en Algérie
Année 2010 [2]

Les formes de cancer les plus fréquentes chez la femme (Figures 05) sont celles du sein,
du colo rectum, de la thyroide, du col de I’utérus, et de I’ovaire. Ils constituent 68,2% de tous
les cancers féminins.

Les cancers du sein (40,45%) et du col de I'utérus (12,5%) totalisent, a eux deux,

52,95% de tous les cancers féminins [2].
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Figure 05 : Les formes de cancers les plus fréquents chez la femme en Algérie
Année 2010 [2]

Par ailleurs, de plus en plus d’enfants et d’adolescents sont touchés par le cancer.
L’incidence du cancer augmente, tous les ans, de 1% chez les enfants et de 1,5% chez les
adolescents.

Les formes de cancer les plus fréquentes chez 1’enfant sont celles du systéme
hématopoiétique, des ganglions lymphatiques, de 1’encéphale, de 1’0os et du rein. Ils
constituent 59,4% de tous les cancers de 1’enfant de sexe masculin et 58,3% de tous les

cancers de I’enfant de sexe féminin.

I1-1-2- C’est quoi le Cancer ?

Le développement d’un cancer consiste en la transformation d’une cellule normale en
une cellule maligne, par des déficiences dans les mécanismes qui contrdlent habituellement la
croissance et la prolifération des cellules. Au cours du développement normal et tout au long
de la vie adulte, des systemes intriqués de controle génétique régulent 1’équilibre entre
naissance et mort des cellules en réponse a des signaux qui soit induisent la prolifération, soit
I’inhibent, soit ménent a la mort des cellules. La perte de la régulation cellulaire qui conduit a
la plupart ou a tous les cas de cancer est due a une lésion génétique. Le cancer se manifeste

par une augmentation de la masse cellulaire, c’est-a-dire une tumeur. Dans certains cancers, la
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tumeur primaire donne lieu a la dissémination de cellules qui envahissent d’autres tissus pour
former des métastases [6].

Les cellules cancéreuses ont des propriétés morphologiques distinctes des cellules
normales. Celles-ci-constituent le fondement du diagnostic histologique des états
néoplasiques, mais elles varient selon le tissu concerné. Malgré ces différences, les cellules
cancéreuses manifestent en culture un certain nombre de traits communs qui caractérisent ce
qu’on appelle la cellule «transformée».

Les principales caractéristiques phénotypiques des cellules transformées mise en culture
sont :

- Caractéristiques morphologiques :

La transformation maligne d’une cellule se manifeste généralement par des
modifications de la morphologie: Cellules arrondies a noyau généralement volumineux et plus
réfringentes a 1’examen microscopique. Ces changements phénotypiques indiquent que des
modifications se sont produites au niveau des composants du cytosquelette de la cellule. [7]

- La perte de l'inhibition de contact : Alors que les cellules normales cessent de se
multiplier lorsqu’elles arrivent a confluence, les cellules transformées continuent a se diviser
au-dela de ce stade, s’empilent sur plusieurs couches et forment des foyers ;

- La perte de la dépendance vis-a-vis de [’ancrage: Contrairement aux cellules
normales, sauf les cellules hématopoiétiques qui croissent en suspension, qui ont besoin de
s’attacher a la surface d’un support solide pour croitre et se diviser. Les cellules cancéreuses
sont devenues capables de croitre en suspension dans un milieu semi-solide, comme 1’agar
mou ;

- L’indépendance vis-a-vis des facteurs de croissance : Contrairement aux cellules
normales, les cellules transformées sont capables de pousser dans un milieu sans sérum (le
sérum feetal de veau, généralement utilis€, apporte un grand nombre de facteurs de croissance
protéiques ou peptidiques). Cette autosuffisance traduit le fait que ces cellules sont
généralement capables de sécréter dans le milieu leurs propres facteurs de croissance
(autocrine).

- La croissance illimitée, c’est-a-dire ['immortalité: Contrairement aux cellules
normales qui sont programmeées pour ne se diviser qu'un nombre limité de fois (50 divisions
pour des fibroblastes de fcetus; moins de 50 divisions pour des fibroblastes d’adultes), les
cellules transformées sont capables de se diviser indéfiniment.

Cette propriété fondamentale peut étre dissociée des autres, notamment de la

tumoriginicité, et exister seule dans des lignées «précancéreuses».

25



Etude bibliographique

- La tumorigénicité apres injection dans un organisme immuno-tolérant

Tous les stigmates phénotypiques ci-dessus énumérés, notamment la tumorigénicité, ne
sont pas obligatoirement présents simultanément dans toutes les cellules cancéreuses.

Leur possible dissociation est en faveur de ’intervention d’une multiplicité de facteurs,
ce que tendent a confirmer les expériences d’oncogenéses in vitro. D’ores et déja, on retiendra
la notion d’une dissociation possible entre I’immortalisation et la transformation

proprement dite. Ces principes sont récapitulés dans le tableau 1 [8]

Tableau 01 : Stéréotype phénotypique des cancers

Critere biologique Cellule normale Cellule cancéreuse
Signaux de croissance Dépendance Indépendance
(autosuffisance)
Signaux d’arrét de croissance Sensibilité Insensibilité
Apo ptose Sensibilité Résistance
Potentiel réplicatif Limité a un certain nombre [limité
de mitoses
Angiogenese Controlée Permanente
Pouvoir invasif et Absent Présent
métastatique

Les anomalies biochimiques de la cellule cancéreuse :

De nombreuses anomalies ont été décrites, touchant par exemple le métabolisme
(prédominance de la glycolyse anaérobie malgré la présence d’oxygene, ou effet Warburg), et
les protéines des systemes membranaires (défaut de fibronectine, anomalie du cytosquelette,
anomalies d’expression des antigénes de surface, défaut d’adhésion). Maintenant que les
genes impliqués dans les processus oncogénétiques sont de mieux en mieux connus, leurs
produits spécifiques peuvent étre étudiés. [8]

Toute fois, notre compréhension actuelle du cancer passe désormais par une vision
moléculaire des étapes de la transformation maligne, étapes qui sont rythmées par des
événements dans lesquels interviennent, au premier chef, les oncogenes, les genes
suppresseurs de tumeur et d’autres génes impliqués dans I’apoptose, la réparation des 1ésions

de ’ADN, I’angiogen¢se...
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C’est ce qui a conduit Hanahan et Weinberg a proposer une liste des propriétés acquises

par les cellules des tumeurs humaines (Tableaul). [7]
Les geénes de cancer et leur pathologie [8] :

Les cancers résultent de mutations survenant dans un certain nombre de genes exercant
normalement des fonctions essentielles tres étroitement régulées pour la vie et la mort de la
cellule. On les appelle «gene de cancer» parce que dans leur version mutée ils pervertissent
de maniere irréversible des fonctions cellulaires primordiales (Tableau 2). [8]

Dans certains cas, les mutations rendent le géne affecté hyperactif. Ces mutations ont un
effet dominant; il suffit qu une copie du géne soit mutée pour que le trouble apparaisse.

Le géne mutant est appelé oncogene ; le géne normal correspondant est alors appelé
proto-oncogene. Pour d’autres genes, le danger réside dans des mutations qui détruisent la
fonction du gene. Ces mutations sont généralement récessives, les deux copies du gene
doivent étre perdues ou altérées pour que l’effet soit visible; le géne affecté est un gene

suppresseur de tumeur. [9].

Oncogene :

Classiquement, un oncogene (du grec = onkos = tumeur) est une version altérée d’un
gene (proto-oncogene) qui est normalement impliqué dans la prolifération ou la croissance
cellulaire. Les oncogenes agissent d’une facon dominante (Une seule copie est nécessaire a
leur activité) et affranchissent la cellule de contraintes qui régulent sa prolifération. De
concert avec d’autres événements (inactivation des geénes suppresseurs de tumeurs), ils
participent a la transformation maligne des cellules. La contribution des oncogenes a la
transformation maligne d’une cellule est un gain de fonction par rapport aux proto-oncogenes
dont ils sont dérivés. Par extension de sens, tout géne dont I’expression dérégulée contribue a
I’acquisition du phénotype malin peut étre considéré comme un oncogene.

Il apparait clairement que les oncogenes, en devenant aptes a transformer des cellules,
ont acquis une fonction nouvelle par rapport aux proto-oncogenes dont ils sont issus; ce qu’on
appelle un «gain de fonction».

Cette caractéristique distingue les oncogeénes de 1’autre famille majeure des geénes du
cancer, les genes suppresseurs de tumeur (Initialement désignés anti-oncogenes) qui perdent
leur fonction lorsque chacune des copies portées par chaque allele est délitée ou inactivée.

En raison des circonstances de leur découverte, et aussi parce que les proto-oncogenes

dont ils dérivent occupent des positions stratégiques dans les voies de signalisation
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mitogéniques, les oncogenes ont d’abord ¢té considérés comme des agents perturbateurs de la
prolifération cellulaire, engageant la cellule vers une perte de contrdle de cette fonction. Par la
suite, des observations nombreuses ont souligné le caractere trop restrictif de cette conception.

En conséquence, la définition des oncogenes doit €tre élargie: Un oncogene est un gene
qui stimule, a différents niveaux, 1’acquisition d’un phénotype malin par une cellule. Selon
cette définition sont oncogenes :

- Des genes qui exercent une pression positive sur la prolifération ;

- Des genes qui protegent la cellule des mécanismes apoptotiques et assurant sa survie ;

- Des genes qui, par leurs effets angiogéniques, concourent au développement d’une
tumeur ;

- Des genes qui facilitent la dissémination des cellules tumorales et ’apparition de
métastases.

Toutes ces situations sont le fait d’altérations mutationnelles des proto-oncogenes mais
aussi de tout événement qui induit une surexpression du gene normal en des lieux et des

moments inappropriés.
Genes suppresseurs de tumeurs :

Le concept de genes suppresseurs de tumeurs (GST) est né en 1971 [10], mais la
découverte du premier GST n’est survenue qu’en 1986-1987, plus de dix ans apres la
découverte des oncogenes.

Les anti-oncogenes ont été initialement décrits comme une classe de genes pour lesquels
la perte de I’expression normale est impliquée dans le développement d’une tumeur maligne
[11]. Cette définition implique que les deux alle¢les d’un anti-oncogene soient mutés ou
inactivés, contrairement aux oncogenes pour lesquels il y a gain de fonction liée a la mutation
d’un alléle dominant au niveau cellulaire.

Les anti-oncogenes peuvent, le plus souvent (mais pas toujours), subir aussi bien des
mutations germinales que des mutations somatiques et étre alors impliqués dans les
prédispositions héréditaires aux cancers. La prédisposition héréditaire au cancer est le plus
souvent dominante.

Avec la notion d’anti-oncogenes est apparu le concept de genes suppresseurs de tumeurs
(GST). Si I’absence d’expression d’un géne est impliquée dans 1’oncogenése, c’est que, a
I’inverse, 1’expression physiologique de ce géne a des propriétés suppressives de tumeur dans
les cellules normales. Ainsi, les anti-oncogenes ont été appelés genes suppresseurs de

tumeurs, puis le terme GST, par habitude de langage, a prévalu chez les scientifiques [12]
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Tableau 02 : Stéréo-génotype moléculaire du cancer [8]

Catégorie de géne de Allele normal Allele muté
cancer
Oncogenes Activés selon les besoins de | Activé en permanence (GOF
la cellule dominant)
Genes suppresseurs de Vigilance active en Inactivé (LOF récessif)
tumeurs permanence
Genes de stabilité Vigilance active en Inactivé (LOF récessif)
Génomique permanence

II-2- Leucémies :

Le terme de leucémie a été proposé par le médecin allemand Rudolf Virchow en 1847,
[13] pour désigner des maladies ou le sang était constitué en grande partie d'une purée
blanche (du grec leukos, blanc et haima, sang) lui donnant un aspect laiteux. Les leucémies
sont caractérisées par une prolifération anarchique des précurseurs des cellules sanguines qui
conduit a une perturbation de I’hématopoiese, c’est-a-dire le mécanisme de production des
cellules du sang qui se déroule dans la moelle osseuse. Les leucémies sont classées en
fonction du stade et du niveau de différenciation de ces précurseurs. Les leucémies
lymphoides concernent les cellules lymphocytaires alors que les leucémies myéloides
concernent les cellules granuleuses. Les leucémies sont qualifiées d’aigués si la prolifération
des cellules leucémiques est rapide. Cette rapidité peut étre liée a un stade de différenciation
précoce. Par contre, si la prolifération des cellules leucémiques est lente, la leucémie est
qualifiée de chronique. Cette différence avec la leucémie aigué peut s’expliquer si le stade de
différenciation des cellules tumorales est avancé. Ainsi, quatre types de leucémies peuvent
étre distingués [14] :

- La leucémie myéloide chronique (LMC)

- La leucémie lymphoide chronique (LLC)

- La leucémie aigué myéloide (LAM)

- La leucémie aigué lymphoide (LAL)
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I1-2-1- La leucémie myéloide chronique (LMC) :

La leucémie myéloide chronique est un syndrome myéloprolifératif chronique
traduisant une prolifération clonale de la cellule souche hématopoiétique primitive et
caractérisé par une prolifération prédominante de la lignée granuleuse, par la présence d’une
anomalie chromosomique quasi spécifique, le chromosome Philadelphie (Ph) ou de son
équivalent moléculaire, le réarrangement bcr-abl, et par une évolution clinique en trois
phases : Chronique, accélérée et de transformation aigue (TA). Sa fréquence représente 15%
de toutes les leucémies de 1’adulte, inférieure a celle des leucémies aigues. L’dge médian au
diagnostic est 50 ans [15].

La présence du chromosome particulier dénommé : « chromosome de Philadelphie »
résulte d’une translocation entre les chromosomes 9 et 22 (Figure 06). Le point de cassure sur
le chromosome 9 se situe en 9q34, au niveau de 1’oncogéne abl. Le point de cassure sur le
chromosome 22 se situe en 22ql1, a un niveau variable sur une région dite ber (breakpoint
cluster region).

Ce type de leucémie peut se transformer apres quelques années en leucémie myéloide
aigué. La présence du chromosome de Philadelphie n’est pas un critére exclusif de la
leucémie myéloide chronique et peut étre détectée dans d’autres types de leucémies comme

par exemple la leucémie lymphoide aigué [16].
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Figure 06 : Translocation réciproque équilibrée entre les bras longs des
chromosomes 9 et 22 qui aboutit a la formation du chromosome Philadelphie. [17]
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Traitement :
Chimiothérapie classique :

- L’hydroxyurée (Hydréa®), inhibiteur de la synthése de I’ADN, est le plus souvent
prescrite, per os, a dose adaptée a la leucocytose.

- Le busulfan (Myleran®), agent alkylant est de maniement plus délicat et son efficacité
est retardée de 2 a 3 semaines. Ses effets secondaires sont surtout I’insuffisance gonadique et
le risque de fibrose pulmonaire pour le traitement de longue durée.

Dans les deux cas il est nécessaire :

»  D’associer au début du traitement une prophylaxe de I’hyperuricmie par
allopurinol, hyperdiurese et alcalinisation des urines ;

»  De surveiller régulierement I’hémogramme pour adapter la posologie.

Interféron o recombinant :

Il permet la disparition des signes cliniques et la normalisation de la leucocytose ; il
peut réduire voir éradiquer les cellules Ph* et prolonger significativement la survie, devenant
le traitement initial de choix chez la plupart des patients. L’adjonction d’hydroxyurée au

début du traitement par IFN permet de diminuer la dose d’IFN et d’en améliorer la tolérance.
Imatinib (Glivec®) :

C’est un inhibiteur compétitif sélectif puissant de 1’activité tyrosine kinase de la

protéine bcr-abl. [15].
Allogreffe de cellules souches :

Elle est la seule a pouvoir éradiquer de facon durable le clone leucémique. Cependant,
elle n’est accessible qu’a 30% des patients (Les facteurs limitatifs étant I’age, la compatibilité

HLA, la tolérance a la procédure, I’ancienneté du diagnostic). [15].
I1-2-2- La leucémie lymphoide chronique (LLC) :

La leucémie lymphoide chronique est la forme la plus courante de leucémie chez les
adultes dans les pays occidentaux. LLC est assez rare chez les individus de moins de 45 ans.
En fait, plus de 95 pour cent des patients atteints de LLC sont agés de plus de 50 ans. La

LLC est définie par I’augmentation permanente du nombre de lymphocytes du sang (au-
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dessus de 4x10%/1). Elle concerne le plus souvent des lymphocytes B. Elle est caractérisée par
la prolifération clonale et I’accumulation, dans le sang, la moelle, les ganglions et la rate, de
cellules lymphocytaires B exprimant le déterminant antigénique CDS5 et qui sont bloquées en

phase GO du cycle cellulaire. [15].
Traitement :
Monochimiothérapie :

- Le chlorambucil (Chloraminophéne®) reste le médicament le plus utilisé dans les LLC,
de fagon continue ou intermittente, seul ou associé aux corticoides.
- Le cyclophosphamide (Endoxan®), est aussi efficace que le Chloraminophéne, mais

moins fréquemment utilisé en raison d’une toxicité supérieure [15].
Polychimothérapie :

- Catmini-CHOP (cyclophosphamide, oncovin,doxorubicine, prednisone), le CAP
(cyclophosphamide,docorubicine,prednisone).
- Analogues des purines :
» La fludarabine.
» La pentostatine (2-déoxycoformycine)

» La 2-chlorodéoxyadénosine (2-CdA)
Anticorps monoclonaux :

Le rituximab (Mabthera®) est Ac chimérique anti CD20. Il n’est efficace, dans la
LLC,qu’associ¢ a d’autres drogues: rituximab- fludarabine ou rituximab- fludarabine-

cyclophosphamide. [15].

Greffe de cellules souches :

Ses indications sont rares.
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I1-2-3- Les leucémies aigués myéloides (LAM) :

On regroupe habituellement sous ce terme les leucémies aigues myéloblastiques
(LAMYy), promy¢locytaires (LAPM), myélomonocytaires (LAMM), monoblastiques (LAMO),
les érythroleucémies (EL) et, plus récemment, les leucémies aigues a mégacaroblastes
(LAMega). [18]

Les LAM sont des affections rares, atteignant tous les ages et également les deux sexes.
On observe un pic de fréquence au-dessous de 5 ans chez I’enfant et une augmentation
réguliere de celle-ci avec I’age chez I’adulte.

On connait des facteurs favorisants :

- Des facteurs génétiques : Anomalies chromosomiques constitutionnelles (mongolisme,
syndrome de Bloom, maladie de Fanconi), déficits immunitaires constitutionnels ;

- Les irradiations atomiques, accidentelles, thérapeutiques ;

- Les toxiques professionnels: benzéne et dérivés (Imprimerie, caoutchouc,
pétrochimie, industrie de la chaussure, peintures), insecticides et herbicides.

- Certaines hémopathies non malignes (aplasie médullaire, maladie de Marchiafava-
Micheli), qui comportent un risque accru d’évolution en LAM. [15].

La symptomatologie clinique est trés polymorphe, parfois tres riche, parfois tres réduite.
Elle est représentée par des signes d’insuffisance médullaire traduisant le retentissement de la
prolifération tumorale sur les lignées myéloides normales et par des manifestations tumorales
traduisant I’infiltration leucémique des organes hématopoiétiques et, éventuellement, d’autres
organes.

Traitement : Traitement d’induction :

Chez les adultes agés de 18 a 60 ans, 1’approche thérapeutique comporte plusieurs
phases. La premiere phase est une chimiothérapie d’induction dont I’objectif principal est
I’obtention de la rémission compléte qui est définie par un taux de blastes médullaires
inférieur 2 5 % dans une moelle de richesse normale, avec la récupération hématologique
sanguine (plaquettes supérieures a 100 G/L et polynucléaires neutrophiles supérieurs a 1 G/L).
Le standard de la chimiothérapie correspond a I’administration de 7 jours d’aracytine et 3
jours d’anthracyclines. Selon les schémas, les doses d’aracytine peuvent varier, ainsi que le
type d’anthracycline. Certains protocoles comportent 1’adjonction d’étoposide. La
chimiothérapie d'induction permet d'obtenir des taux de rémission complete de 80 % a 90 %

chez les sujets jeunes. [19]
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Options thérapeutiques en post-induction

Une fois la rémission complete obtenue, un traitement complémentaire dit de
consolidation est nécessaire afin de poursuivre la réduction de la masse tumorale.

Une ou deux cures de chimiothérapie de consolidation comportant de 1’aracytine et des
anthracyclines peuvent étre réalis€es. Les traitements sont conditionnés par les

caractéristiques cytogénétiques et moléculaires de la LAM [19].

I1-2-4- La leucémie aigué lymphoide (LAL) :

Les leucémies aigués lymphoides ou lymphoblastiques (LAL) sont des hémopathies
malignes aigues correspondant a une prolifération monoclonale, a point de départ médullaire,
de lymphoblastes, cellules lymphoides immatures, s’accompagnant constamment d’une
insuffisance médullaire.

Particulierement fréquentes chez 1’enfant entre 2 et 10 ans, les LAL représentent la
maladie maligne la plus rencontrée en pédiatrie.

Un deuxiéme pic de fréquence se situe chez 1’adulte agé, autour de 70 ans.

Chez I’enfant, des facteurs génétiques sont reconnus comme favorisants: Anomalies
chromosomiques constitutionnelles (mongolisme, syndrome de Bloom), déficits immunitaires
congénitaux (ataxie-télangiectasie, syndrome de Wiskott-Aldrich). Elles peuvent aussi
succéder a un ¢épisode d’aplasie médullaire transitoire, réalisant le tableau de I’«aplasie

faussement curable de I’enfanty. [15]
Traitement : Traitement symptomatique :

Il consiste en :

- Transfusions de culots globulaires phénotypés si ‘Hb est inférieure a 8 g/dl ;

- Transfusions de culots plaquettaires si la thrombopénie est profonde ou s’il existe un
syndrome hémorragique ;

- Correction d’une CIVD ;

- Prophylaxie anti-infectieuse avec isolement en chambre propre, décontamination
intestinale par une antibiothérapie non absorbable ;

- Antibiothérapie a large spectre puis adaptée aux anti-biogrammes, associ€ée ou non aux

antifungiques pour lutter contre les infections ou pour fievre isolée non documentée ;
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- Prévention et traitement des troubles métaboliques, en particulier rénaux dans les
formes hyperleucocytaires lors du début du traitement cytoréducteur, par hyperdiurese,

alcalinisation des urines, allopurinol. [15].

Traitement :Un traitement curatif est proposé a tous les sujets 4gés de moins de 60 ans. Il
repose sur une polychimiothérapie administrée lors de la cure d’induction. Cette induction est
suivie d’une consolidation, puis d’une intensification et/ou d’un traitement d’entretien. La

rémission complete a I’issue de I’induction s’évalue de la méme facon que dans les LAM.

Les études, d’abord pédiatriques, puis chez les adultes, ont permis d’établir la valeur
pronostique de la réponse précoce au traitement (Cortico - et chimio-sensibilité). Cette
approche permet une adaptation du traitement en cas de réponse insuffisante.

Une meilleure utilisation des agents anti leucémiques et surtout 1’intensification des
traitements inspirée des traitements pédiatriques ont permis d’obtenir des taux de rémission
complete supérieurs a 80 %, mais surtout de diminuer 1’incidence des rechutes. La survie
globale des patients reste cependant inférieure a 50 %. Les mécanismes d’action des agents

cytotoxiques actuellement utilisés dans le traitement des LAL de I’adulte figurent dans le

tableau 03.

Tableau 03 : Principaux agents anticancéreux utilisés dans le traitement des LAL de I’adulte

et leur mécanisme d’action. [19]

Agent cytotoxique Mécanisme d’action
Glucocorticoides: Prednisone, Trans-régulation de 1’expression des génes par fixation sur le
dexaméthasone promoteur du complexe glucocorticoide/glucocorticoide
récepteur

Anthracyclines : Daunorubicine,
doxorubicine,idarubicine

Liaison a I’ADN par intercalation entre les brins de la double
hélice entrainant un blocage de I’ADN polymérase et la
formation d’un complexe avec la topo-isomérase 11

Meéthotrexate Inhibition de la dihydrofolate réductase et de la thymidine
synthétase entrainant un défaut de synthese de thymidine
Aracytine Inhibition  compétitive de I’ADN polymérase par

incorporation dans ’ADN de 1’Arac, analogue de base
nucléotidique

Alkylants : Cyclophosphamide

Altération de la structure et de la fonction de I’ADN par
fixation sur le double brin ou fragmentation

Asparaginase

Inhibition de la synthese protéique par hydrolyse et déplétion
intracellulaire de I’asparagine et de la glutamine

Vincristine, vindésine

Inhibition de la mitose par fixation sur les tubulines du fuseau
mitotique

Epipodophyllotoxines : Etoposide

Inhibition de la mitose, inhibition de la topo-isomérase 11

Thiopurines : 6-mercaptopurine

Diminution de la syntheése des purines
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I1- 3- Mort cellulaire :

Le terme « mort cellulaire » désigne I’ensemble des événements conduisant a la
destruction de la cellule. La mort cellulaire est une partie essentielle du développement
normal et continue a 1'dge adulte. Chaque jour, des milliards de cellules meurent d'une mort
altruiste afin d'assurer la fonctionnalité de l'organisme entier. Ainsi, nous gardons la méme
taille que parce que la division cellulaire équilibre exactement la mort cellulaire.

Au cours du développement, la mort cellulaire aide a sculpter des organes ou a séparer
les doigts et les orteils. Elle élimine également les structures qui servaient jadis une fonction,
mais ne sont plus nécessaires, comme la queue d'un tétard pendant la métamorphose des
amphibiens. La plupart des neurones meurent au cours du développement avant d'avoir une
chance de fonctionner dans le syst¢eme nerveux. La mort cellulaire élimine également les
lymphocytes les plus nouvellement formés, en particulier ceux qui sont inutiles ou dangereux,
en ciblant les auto-antigenes. Les Neutrophiles, par exemple, sont produits en continu dans la
moelle osseuse, mais la grande majorité meurt en quelques jours. Ce cycle apparemment futile
de la prolifération cellulaire et la mort cellulaire sert a maintenir un approvisionnement de
cellules qui peuvent étre facilement mobilisables en cas de besoin [20]

Historiquement, les trois types de mort cellulaire ont été distingués des cellules de
mammiferes par des criteres morphologiques.

L'apoptose, encore appelée mort cellulaire de type I, est définie par des changements
caractéristiques de la morphologie nucléaire, y compris la condensation de la chromatine et la
fragmentation, le retrait global de la cellule, un bourgeonnement de la membrane plasmique et
la formation de corps apoptotiques qui contiennent du matériel nucléaire ou cytoplasmique.

La mort cellulaire par autophagie, également connu sous le nom de type II mort
cellulaire, se caractérise par une accumulation massive de la double membrane contenant des
vacuoles, appelées autophagosomes qui fusionnent ensuite avec vacuoles lysosome.

La mort des cellules par Nécrose, mieux connu sous le nom de type III, est souvent
défini de maniere négative comme la mort dépourvue des caractéristiques du type processus I

et II [21].
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II-3-1- Apoptose :

Le mot apoptose provient d’une locution grecque signifiant "chute des feuilles" et était
déja utilisée par Hippocrate de Kos (460-377 av. J.C.) pour décrire la décomposition post-
mortem des corps ("chute des os"). L’apoptose est un mécanisme de mort cellulaire

programmée qui met en jeu de nombreux acteurs protéiques pro et anti-apoptotiques.
I1-3-1-1- Phénotype apoptotique :

Une cellule en apoptose active une série d’événements moléculaires et biochimiques
conduisant a des altérations morphologiques. Ces changements sont spécifiques a 1’apoptose
et permettent d’identifier ce type de mort cellulaire.

Des modifications morphologiques et une fragmentation de I’ADN caractéristiques :

Une cellule mourant par apoptose présente des modifications morphologiques
caractéristiques qui commencent par une condensation du cytoplasme et de la chromatine
nucléaire. La membrane plasmique bourgeonne transitoirement, puis la cellule se fragmente
en corps apoptotiques qui sont reconnus et ingérés par les cellules environnantes. Ces
modifications morphologiques s’accompagnent d’une fragmentation de I’ADN qui, dans sa
forme la plus typique, est internucléosomale, générant des fragments de 180 a 200 paires de
bases. Dans un gel d’agarose, ces fragments ont un aspect caractéristique en échelle. Toutes
les cellules ne sont pas capables de fragmenter I’ADN de cette fagon, certaines se limitant a
des fragments de 50, voire 300 kbp (Ces fragments sont détectés par électrophorese en champ
pulsé).

Mécanismes moléculaires des changements nucléaires:

Les molécules responsables de modifications nucléaires sont en partie connues. La
fragmentation de la chromatine est attribuée a la migration nucléaire d’une flavoproteine
mitochondriale, Aif (apoptosis inducing factor), et a la protéine Acinus qui est active
lorsqu’elle est clivée par la caspase 3. La fragmentation de I°ADN est attribuée a la migration
nucléaire de I’endonucléase G, initialement mitochondriale, et a la nucléase Cad (caspase
activated DNase, aussi connue chez I’homme sous le nom de Dff40) qui est libérée de son
inhibiteur (Icad/Dff45) lorsqu’il est clivé par la caspase 3. D’autres endonucléases, par
exemple la L-DNase II issue de la maturation de la proteine Lei (leucocyte elastase inhibitor),

peuvent intervenir dans cette fragmentation.
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Modifications biochimiques de la membrane plasmique :

La membrane cellulaire garde sa cohésion tout au long du processus d’apoptose mais
elle bourgeonne transitoirement (notamment sous 1’influence du clivage de la kinase Rock-1
par les caspases) et sa composition biochimique change. Le plus caractéristique de ces
changements biochimiques est I’externalisation de la phosphatidylsérine, un phospholipide
anionique initialement situé sur le feuillet interne de la membrane plasmique. Cette
externalisation implique 1’inhibition de I’aminophospholipide translocase et 1’activation d’une
scramblase tandis que I’implication des caspases (via le clivage de protéines du cytosquelette)
est plus controversée. La sphingomyéline se déplace en sens opposé et devient accessible aux
sphingmyélinases qui la dégradent. Enfin, la nature des hydrates de carbone exposés a la

surface de la cellule se modifie.
Phagocytose des corps apoptotiques :

Cette phagocytose est le fait de cellules professionnelles, les macrophages, ou de
cellules amateurs comme les hépatocytes, les cellules dendritiques ou les fibroblastes. Elle
comporte une étape de reconnaissance puis une étape d’ingestion. Les cellules vivantes
émettent des signaux de répulsion vis-a-vis des macrophages avec lesquels elles interagissent
par leurs protéines membranaires CD31 respectives. Cette interaction est interrompue au
cours de D’apoptose. La phosphatidylsérine, les glycanes et les autres modifications
biochimiques de la membrane cellulaire sont alors autant de signaux «mange-moi!» adressés a
la cellules phagocytaire qui reconnait la cellule apoptotique par I’intermédiaire d’un complexe
moléculaire faisant intervenir notamment les intégrines avB3 et avB5, le récepteur de la
phosphatidylsérine, les molécules CD36 et CD14 ainsi que le récepteur a tyrosine kinase

«Mer».
Protéolyse intracellulaire :

Des protéases, principalement les caspases, induisent le clivage limité de protéines
intracellulaire, cytoplasmiques ou nucléaires. Il s’agit de protéines impliquées dans les
fonctions aussi variables que la régulation du cycle cellulaire, la formation du cytosquelette
(fondrine, actine), la signalisation intracellulaire (protéine kinase Co, MEKKk), la réparation de
L’ADN [poly (ADP-ribose) polymérase ou Parp] ou I’apoptose (Acinus, Icad, Bcl-2).

Elle permet tantot I’inactivation (Parp) de la protéine cible. On estime entre 100 et 200

le nombre de protéines clivées au cours de 1’apoptose.
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I1-3-1-2- Mécanisme de I’apoptose :

Le processus apoptotique peut €tre subdivisé en trois étapes: Stimulation, prise de
décision et exécution. Au cours de la phase de stimulation, la cellule recoit un signal pro-
apoptotique, qui déclenche une voie de signalisation particuliere a chaque stimulus. Ensuite,
la cellule integre le signal recu et le convertit ou non en une réponse effectrice. Lorsque la
décision de s’engager dans la voie de mort cellulaire est prise, la cellule entre dans la phase de
dégradation et exécute la sentence en activant des enzymes cataboliques. On peut également
classer le processus apoptotique dans les cellules de mammiferes en fonction des signaux
empruntée. On parle alors soit de voie extrinseque, dont le prototype est la mort induite par
trimérisation du récepteur Fas/CD95 au niveau de la membrane plasmique, soit de voie
intrinseque, induite par divers agents qui aboutissent tous a une perturbation de la structure et
de la fonction mitochondriales.

Quelle que soit la classification adoptée, il apparait clairement que deux acteurs
principaux orchestrent les modifications morphologiques et biochimiques qui accompagnent
le processus apoptotique : D’un c6té des protéases a cystéines, appelées caspases et, I’autre,
les mitochondries dont la perméabilité membranaire est altérée pendant 1’apoptose, ce qui

entraine le relargage de protéines apoptogenes depuis 1’espace inter-membranaire. [22]
I1-3-1-2- 1- Voie extrinseque :

Cette voie met en jeu des interactions entre des ligands et leurs récepteurs de surface.
Ces récepteurs de la superfamille du TNF (tumor necrosis factor) également appelés récepteur
de mort, sont des récepteurs membranaires qui transmettent un signal de mort apres la liaison
avec leur ligand. Ils possédent dans leur portion intracytoplasmique C-terminale, une région
conservée appelée domaine de mort (death domain, DD). On distingue actuellement sept
récepteurs de mort : Tnf-R1 (p55/CD120a), Fas (Apo-1/CD95), p75NGF, les deux récepteurs
de Trail, DR4 (Trail-R1/Apo-2) et DRS (TrailR2/Killer/Trick2) ainsi que DR3 et DR6 [23].

Ces récepteurs activés vont étre a I’origine d’un signal intracellulaire responsable du
processus apoptotique. La voie extrinseque nécessite la formation d’un complexe protéique
appelé « DISC » (death inducing silencing complex) au niveau du domaine intracellulaire du
récepteur membranaire. Ce complexe est composé de protéines adaptatrices qui se lient au
domaine de mort (DD) du récepteur. Pour le récepteur du TNFa, il s’agit de TRADD (TNF
receptor-associated death domain) et pour le récepteur du ligand Fas, il s’agit de la protéine

FADD (Fas-associated death domain). Ces complexes vont permettre le recrutement de la
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pro-caspase-8 et son activation. La caspase-8 active va permettre 1’activation de la pro-
caspase-3 par clivage, qui permet de passer a la phase effectrice de 1’apoptose [24-26].
La voie extrinseque est fréquemment déclenchée par le systéme immunitaire a cause de

la production de cytokines comme le TNFa ou FasL.

Le TNF (pour Tumor Necrosis Factor ou facteur nécrosant des tumeurs) fut le premier
ligand de mort découvert au sein de cette famille. Il se lie a deux récepteurs, le TNFRI1 et le
TNFR2, mais seul le TNFR1 possede un DD. Toutefois, la liaison du TNF sur le TNFR1
n’induit pas nécessairement la mort de la cellule, la plupart du temps au contraire, elle induit
des voies de signalisation en faveur de la survie cellulaire. Le TNFRI1 a ainsi été impliqué
dans la différenciation et la prolifération cellulaire ainsi que la production de cytokines
proinflammatoires, via [’expression de geénes dépendant notamment du facteur de
transcription NF-kB.

Ainsi, expérimentalement il est souvent nécessaire, d’associer au TNF un inhibiteur de
la transcription ou de la traduction pour induire la mort, contrecarrée par les voies de survie
également activées. Certains des genes dont 1’expression est activée par NF-kB sont en

effet anti-apoptotiques.[27]

I1-3-1-2- 1- Voie intrinseque :

La voie intrinséque de I’apoptose fait intervenir les protéases caspases, les protéines de
la famille Bcl-2 et la molécule adaptatrice Apaf-1. Elle s’organise autour de la mitochondrie.

Quand il s’agit d’une réponse a 1I’induction de dommages a I’ADN, I’activation de cette
voie met souvent en jeu la protéine p53, un facteur de transcription, fréquemment muté, délété
ou inactivé dans les cellules cancéreuses. La voie intrinseque implique une perméabilisation
de la membrane externe de la mitochondrie, qui permet le relargage d’une série de molécules
solubles qui, lorsqu’elles quittent cet espace, induisent la mort de la cellule. Cette
perméabilisation est un évenement treés finement régulé par les membres de la famille d’une
protéine nommée Bcl-2 (pour B-cell-lymphoma-2).

La perméabilisation est fréquemment précédée, accompagnée ou suivie d’une
dissipation du potentiel membranaire mitochondrial (A¥m).

Le facteur inducteur de l'apoptose « AIF », la protéine inhibitrice des protéines
activatrices de l'apoptose, nommée selon leurs fondateurs Diablo [28] ou Smac [29]

(Smac/Diablo, pour Second Mitochondria-derived Activator of Caspases/Direct IAP-Binding
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protein with Low pl) et le cytochrome C sont parmi les principaux facteurs impliqués dans
cette voie intrinseque. Une fois libéré par la mitochondrie, le cytochrome C s'associe au
facteur d'activation des protéases apoptotiques Apaf-1, qui s'unit a la procaspase 9 en présence
d'ATP pour former 1'apoptosome [30].

Dans ce complexe, la caspase 9 est activée et clive les protéases «effectrices» (caspases

3, 6 et 7) qui entrainent I'activation de la mort cellulaire par apoptose [31].

II-4- Les caspases :

C’est grace au travail de génétique moléculaire effectué sur le nématode Caenorhabditis
elegans depuis 1980 que les premiers génes régulateurs de I’apoptose ont été mis en évidence
[32].

En effet, au cours de son développement, cet invertébré est sujet a une MCP tres stricte:
Sur les 1090 cellules qu’il est amené a développer, 131 meurent par apoptose. La recherche de
mutants, qui affectent la mort cellulaire chez C. elegans, a permis de distinguer deux groupes.

Dans le premier groupe, aucune des 131 cellules qui meurent normalement au cours de
I’ontogenése ne disparait.

Dans le second groupe, les cellules qui normalement survivent au cours du
développement, meurent. Par conséquent, I’animal meurt au cours de 1’embryogencse.
L’analyse des mutations responsables de ces phénotypes révéla que seulement trois étaient
affectés. Ces genes furent appelés ced-3, ced-4 et ced-9 (cell death abnormal). Les protéines
Ced-3 et Ced-4 se sont révélé pro-apoptotiques, alors que la protéine Ced-9 est anti-
apoptotique. Par la suite, les genes homologues de ced-3, ced-4 et ced-9 ont été clonés chez
les mammiferes et chez ’homme.

Ainsi, par exemple, la premiere protéine homologue de Ced-3 identifiée est-elle la
protéase ICE (enzyme de conversion de I’interleukine 18), dans le premier role connu a été le
clivage de la pro-IL-18 en IL-18. Les similarités qui existait entre Ced-3 et la protéase ICE
(appelée par la suite caspase 1) étaient les premiers indices que le programme de mort
cellulaire dépendait de clivages protéolytiques [33].

Rapidement, plus d’une dizaines de caspases homologues a Ced-3 ont été identifiées
chez les mammiferes et une classification s’est imposé [22].

Elles sont synthétisées sous forme de zymogenes, appelés pro-caspases, qui doivent étre
clivés au niveau de résidus aspartates pour générer I’enzyme active. Ce clivage élimine un

prodomaine N-terminal et libere une sous—unité longue comportant la cystéine essentielle a
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I’activité de I’enzyme (séquence QACXG) et une sous unité courte d’environ 10 KDa. Les
sous-unités longues et courtes s’hétérodimirisent et I’enzyme active est un tétramere formé de
deux sous-unités longues et deux sous-unités courtes.

On distingue trois groupes de caspases:

- Le premier regroupe des enzymes (caspase 1,4 et 5) qui sont plus impliquées dans la
maturation de cytokines (IL-1,IL-18) que dans 1’apoptose.

- Le second rassemble les caspases «effectrices» (caspase 3,6 et 7) qui clivent les
protéines intracellulaires au cours de 1’apoptose.

- Le troisieme est celui des caspases «initiatrices» (caspase 8, 9 et 10) qui active la
cascade protéolytique.

Ces dernieres se caractérisent par un prodomaine tres long (plus de 100 acides aminés)
alors que celui des caspases effectrices comporte entre 10 et 40 acides aminés. Cela est dii au
fait que le prodomaine des caspases initiatrices contient des motifs d’interaction
proteine/proteine appelés DED (death effector domain : pro-caspase 8 et 10) ou CARD
(caspase recruitment domain : procaspase 1, 2,4 et 9) leur permettant d’€tre recrutées par des
molécules adaptatrices au niveau de complexes protéines-protéines dans lesquels elles s’auto-
activent (Modele dit «de proximité»).

Les caspases fonctionnent alors en cascade protéolytique (La caspase initiatrice active
les caspases effectrices). Certaines caspases peuvent aussi étre activése par une sérine
protéase libérée dans la cellule cible d’un lymphocyte T cytotoxique, le granzyme B.

La spécificité des caspases pour leur substrat est déterminée par la nature des quatre
résidus en situation C-terminale par rapport a I’aspartate du site de clivage, en particulier le
résidu en position P4.

Par exemple, les caspases du premier groupe reconnaissent des séquences de type
WEXD, celles du troisieme groupe des séquences de type L/'VEXD et les caspases 3 ou 7 des
séquences de type DXXD.

L’activité des caspases peut étre inhibée par des modifications post-traductionnelles
(Phosphorylation, nitrosylation de la cystéine du site actif, myristoylation) ou par interaction
avec certaines protéines de la famille Iap (inhibitor of apoptosis proteins) telles que Xiap,
c-lap 1 et c-Iap 2.

Ces protéines interagissent avec la procaspase 9 ou les caspases 3,7 et 9 actives. Elles
pourraient induire leur ubiquitininylation et leur dégradation par le protéasome 26S (Figure

07) [23]
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Figure 7 : Structure et classification des caspases de ’apoptose. Les caspases effectrices (du groupe III)
(en rouge) posseédent un prodomaine court contrairement aux initiatrices (du groupe II) (en mauve). Les
caspases initiatrices (du groupe I) posseédent deux domaines DED en tandem (caspases 8 et 10) ou un domaine
CARD (caspases 2 et 9). Les fleches noires indiquent le premier site de clivage entre les domaines p10 et p20
et les fleches grisées constituent des sites additionnels de clivage. La cystéine catalytique est représentée par un
trait rouge. CED3, la premiére caspase identifiée chez C. Elegans est la seule nécessaire pour 1’apoptose. Elle

contient un domaine CARD et joue le role a la fois de caspase initiatrice et effectrice [34]
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I1-5- Régulation de I'apoptose par la voie NF-kB:

En 1986, un facteur nucléaire a été¢ découvert dans les cellules B grace a sa capacité a
favoriser la transcription de la chaine légere kappa (k) des immunoglobulines [35]. Il a, des
lors, été nommé NF-kB (Nuclear Factor-xB).

L’implication du géne NF-kB (Nuclear Factor-kB) dans I’oncogenése remonte a la
découverte du v-onc-v-rel qui a été identifié pour la premiére fois comme ’agent causal de
leucémies et de lymphomes particulierement agressifs chez le poulet.

Le facteur de transcription NF-kB est un élément cl¢ dans la régulation de 1’expression
de geénes impliqués dans I’immunité innée et adaptative mais aussi dans la prolifération, la
différenciation et la survie cellulaire [36-38].

En réponse a différents stimuli, tels que des infections microbiennes et virales, ou
encore des cytokines inflammatoires, une activité kinase IKK (IkB kinase) catalyse la
phospharylation d’une protéine inhibitrice de la famille IxB 1li¢ a NF-kB. Il s’ensuit une
ubiquitinylation, puis la dégradation de la protéine et la libération de NF-kB qui peut étre
transloquée dans le noyau pour y stimuler des genes cibles.

Ces dernieres peuvent €tre regroupées en quatre catégories:

- Génes immunorégulateurs et promouvant I’inflammation;

- Genes anti-apoptotiques;

- Genes régulant positivement le cycle cellulaire.

- Genes exercant une régulation négative de NF-kB qui peut donc promouvoir une
prolifération incontrélée, limiter sinon supprimer [I’apoptose et augmenter le potentiel
angiogénique et métastasique d’une tumeur.

Parmi les genes stimulant la prolifération, le gene de la cyclin D1 possede, dans son
promoteur, un site de liaison kB dont I’induction stimule, pendant la grossesse, la
prolifération des cellules épithéliales de la glande mammaire.

Les genes controlés par NF-kB et intervenant dans I’apoptose sont des inhibiteurs de la
voie du facteur pro-apoptotique TNFa. On trouve, parmi eux, des inhibiteurs de caspases de la
famille clap, la proteine c-Flip qui inhibe Flice, des membres anti-apoptotiques de la famille
Bcl-2 (Bcl-X1L,A1/BFL1). Ainsi s’explique la capacit¢ de NF-kB a induire une résistance
accrue aux agents anti-tumoraux ou aux radiations ionisantes qui induisent des 1ésions dans
I’ADN. Similairement, des cellules qui ont subi des altérations de leur gnome seront protégées
par une expression inappropriée de NF-kB qui s’oppose aux effets de p53. NF-kB intervient

aussi sur le caractere invasif des cellules tumorales en stimulant des chimiokines qui stimulent
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la migration cellulaire. Il peut également stimuler des genes de metalloprotéases qui posseédent
des sites kB dans leurs promoteurs. Enfin, NF-kB régule 1’expression d’IL8 qui promeut

I’angiogenese et VEGF (Vascular endothelial growth factor) [39]
5-1- Les protéines NF-kB/Rel :

La famille de protéines NF-kB/Rel comporte cinq membres chez les mammiferes
(Figure 14): NF-kB1/p50 (et son précurseur p105), NF-«B2/p52 (et son précurseur p100), p65
(RelA), RelB et c-Rel. Le NF-xB est composé d’homo- ou d’hétérodimeres formés de
combinaisons variées de ces cinq sous-unités, dont le plus commun et le plus étudié est le
dimere p50/p65 [37,40]

Chaque membre de la famille NF-kB/Rel contient, dans sa partie N-terminale, un
domaine d’homologie Rel (RHD, Rel Homology Domain) de +/- 300 acides aminés. Ce
domaine contient le signal de localisation nucléaire (NLS) et est responsable de la liaison a
I’ADN (Figurel5), de la dimérisation et de I’association avec IkB. Dans un complexe du NF-
kB, chacune des protéines apporte une partic du site de liaison a ’ADN. La séquence
consensus de liaison sur laquelle se lie NF-xB est constituée de 10 paires de bases 5’-
GGGRNNYYCC-3’ (ou R est une purine, Y une pyrimidine et N n’importe quelle base) qui
peut varier légerement. Ces deux éléments conduisent a la liaison préférentielle de certains
dimeres pour certains sites NF-kB contenus dans les promoteurs de genes et conférent une
spécificité de réponse différente d’un gene a ’autre [40-44].

Les protéines NF-kB ont été groupées en deux classes. La premiere comprend NF-xkB1 et NF-
kB2 qui sont exprimés, respectivement, sous forme des précurseurs pl05 et pl00. Ils
possedent dans leur partie C-terminale des répétitions ankyrine servant de région
d’interaction. Ce domaine est responsable de 1’inhibition du dimeére NF-kB duquel ils font
partie. Ces précurseurs appartiennent donc a la famille des inhibiteurs IkBs. Pour former les
protéines actives p50 et p52, les répétitions ankyrine doivent étre clivées. La seconde classe
comprend p65 (RelA), RelB et c-Rel qui ne subissent pas de phénomene de maturation
protéolytique. Seuls les membres de la classe 2 possedent un domaine transactivateur (TAD,
transcription activation domain) situé dans la région C-terminale. Ce domaine est responsable
de leur capacité a activer la transcription des genes cibles. De cette maniere, les homodimeres
pS0/p50 et p52/p52 sont transcriptionnellement inactifs et peuvent méme étre répresseurs en
empéchant, par compétition, des dimeres transcriptionnellement actifs (p50/p65, p50/c-Rel,

p65/p65, p65/c-Rel ou p52/RelB) de se lier a leur site kB sur I’ADN [40,43,44].
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I1-5-2- Les protéines IkB :

Les protéines IkB dont les plus communes sont IxBa, IkBf et IkBe [40], sont des
protéines régulatrices caractérisées par la présence de plusieurs régions ARD « Ankyrin
Repeat » de 33 aa qui permettent les interactions protéines-protéines (Figure 09). D’une
maniere intéressante, pl00 et pl05 possedent également ce domaine ARD qui peuvent
fonctionner comme des protéines IkBs Like, et peuvent ainsi subir une dégradation
protéolytique pour générer les protéines p52 et pS0 respectivement. Un autre membre non
usuel de la famille IxB est le BcL3 qui, tout en restant spécifiquement lié aux homodimeres
p50 et p52, induit ’expression des genes NF-xB dépendant, ce qui contraste completement

avec la fonction inhibitrice des autres protéines IkB.
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Figure 09: Famille des protéines IkB [51]

Le schéma classique admet que la protéine IkxBa retient NF-xB dans le cytoplasme en
masquant leur signale de localisation nucléaire (NLS). Cependant des études récentes
montrent que la localisation cytoplasmique du complexe NF-kB inactif est en effet le résultat
d’une navette continue entre le cytoplasme et le noyau [46,47]. Des études structurales et
biochimiques ont montré que seulement un des deux NLS du dimere NF-xB est masqué par
IkBa dans un complexe NF-kB/IkBa., ce qui permet au complexe de basculer quand méme

vers le noyau [48,49]. En méme temps, le signal d’export nucléaire (NES) localisé dans la
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région N-terminale de la protéine IxBa permet d’expulser le complexe hors du noyau, et
puisque le processus d’export est plus efficace que le processus d’import, la localisation
nucléaire du complexe NF-kB/IkxBa inactif ne peut étre détectée que lorsque le NES est
bloqué par la leptomycine B. De la méme maniére, le complexe NF-kB/IkBeg est capable de
voyager activement entre le cytoplasme et le noyau [50].

Par contre le complexe NF-kB/IxBf3 est toujours retenu dans le cytoplasme car IxkBf3
masque les NLS des deux sous-unités NF-kB simultanément [52].

L’implication biologique de la navette permanente du complexe entre le cytoplasme et
le noyau n’a pas encore été déterminée. Il a été démontré que IxBa régule 1’activation
transitoire du facteur de transcription NF-kB, alors que IxB[f maintient une activation
permanente [53]. En effet, [kBa est rapidement dégradée en réponse a un stimulus, et grace
a la présence d’un élément de réponse NF-«B sur le promoteur de son gene, elle sera
rapidement synthétisée [54]. Les protéines IkBa néo synthétisées peuvent ensuite rentrer
dans le noyau griace a leur séquence NLS intrinseque, et déplacer NF-kB de son site de
liaison a ’ADN et ainsi le transporter vers le cytoplasme. Contrairement a IkBa, IkBf3 est
moins sensible aux signaux de dégradation. En effet il a été rapporté qu’une interaction
sélective entre kB-Ras endogene et IkBf permet I’inhibition de la dégradation de IxBf
pendant 1’activation de NF-kB [55]. Par ailleurs, ne possédant pas de NLS endogene et
n’étant pas inductible par NF-kB, IxBf3 néo-synthétisée est incapable de déplacer NF-kB de
son promoteur ou de le faire sortir du noyau, d’ou une activation prolongée de ce facteur de
transcription.

Pour la plupart des stimuli, excepté les rayons UV et H2O», la dégradation d’IxB est
une étape essentielle pour la libération de NF-kB et par conséquent son activation [56]. Une
étape cruciale dans ce processus est la phosphorylation de la protéine IkB sur les sérines N-
terminales (Ser32 et Ser36 pour [kBa), médiée par le signalosome. Une fois phosphorylée,
IkBa est ensuite ubiquitynilée sur les Lys21 et Lys22 par la B-TRCP « (- transducing

repeat-containing protein », puis dégradée via le protéasome.

II-5-3- Mécanismes d’activation du NF-xB :

Trois voies distinctes, mettant en jeu différentes kinases, conduisent a 1’activation de

NF-kB.
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La premiere voie, dite «classique», est activée par des cytokines pro-inflammatoires
telles que le TNF-a. Elle conduit au recrutement de differentes proteines adaptatrices dont
TRADD «TNF receptor associated death protein», TRAF2 «TNF receptor associated factor
2» et RIP «receptor intercting protein» au niveau de la membrane plasmique.

La formation de ce complexe est suivie du recrutement et de [’activation du
signalosome, complet constitué essentiellement des kinases IKK.

Ce complexe va permettre la phospharylation de IkBa liée au complexe NF-kB1
(p50/p65), sur les Ser32 et 36 et par conséquent son ubiquitinylation et sa dégradation via le
protéasome, le facteur de transcription p60/p65 ainsi libre est ensuite transloqué dans le noyau
ou il va pouvoir exercer son activité de transactivation de 1’expression des genes NF-kB
dépendants.

La seconde voie, dite «alternative», est NIK et IKK-a dépendante. Elle est activée par
des ligands tels que la lymphotoxine B, le CD40 ou des virus tels que HTLV1 ou I’EBV. Le
recrutement memebranaire de TRAF 2,3 et 6, qui a leur tour recrutent et activent la kinase
NIK, permet I’activation d’un homodimeére IKKa.

Cet homodimere va phosphoryler p100, et seule la région homologue d’IkB-a sur la
protéine sera clivée par le protéasome pour donner p52. L hétérodimere p52/RelB peut alors
etre transloqué dans le noyau. Dans les deux cas la phosphorylation de la molécule inhibitrice
est essentielle a 1’activation du facteur NF-kB.

La troisieme voie est dite «atypique», car elle est indépendante des kinases IKK. Elle
est activée suite a I’altération de I’ADN par les UV.

Dans ce cas, la phosphorylation de IkB-a se fait sur le groupement C-terminale grace a
une Caseine kinase 2 (CKII) qui est une serine thréonine kinase elle-meme activée par la p38
MAP kinase.

Un stress oxydatif peut €galement conduire a [’activation de NF-kB suite a la

phosphorylation de la Tyr42 par la proteine Syk.
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Figure 10: Les trois voies d’activation de NF-kB [57]

II-6- ANALYSE CELLULAIRE EN TEMPS REEL PAR MESURE
D’IMPEDANCE
II-6-1- Principe :

La technologie xCELLigence (ACEA Biosciences Inc.) permet un suivi dynamique du
comportement cellulaire en temps réel et en continu sans marquage exogene. Alliance de la
microélectronique et de la biologie cellulaire, cette technologie est basée sur une mesure
d'impédance, les cellules poussant sur un support de microélectrodes d’or en modifiant le flux
¢lectronique. Une mesure d’impédance peut étre réalisée fréquemment (i.e. 15 secondes étant
I’intervalle minimal entre deux mesures) permettant ainsi de caractériser avec une grande
précision aussi bien les événements précoces que tardifs de la réponse cellulaire. Le spectre
d’applications les plus développées sur ce systéme concerne I’étude de la prolifération, la
viabilité, la différenciation, I’adhésion, la migration et 1’invasion cellulaire, en passant par
I’é¢tude des changements de morphologie cellulaire ou I’analyse fonctionnelle de récepteurs
(GPCR, RTK) avec des applications directes dans de nombreux domaines (notamment en

cancérologie, neurologie, cardiologie, toxicologie, immunologie et virologie...). Un suivi

50



Etude bibliographique

quotidien de la morphologie cellulaire, notamment indicatrice de la nature du phénomene
observé (détachement cellulaire, mort cellulaire, transition épithélio-mésenchymateuse,

différenciation...) est également possible grace a I’utilisation du microscope dédi¢ a

I’utilisation de microplaques.
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Figure 11 : Représentation schématique de la surveillance en temps réel des cellules adhérentes par
le systeme RTCA (xCELLigence, ACEA Biosciences)
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I1-7- La cytométrie en flux :

La cytométrie en flux est une méthode d’analyse de cellules, véhiculées a grande vitesse
jusqu’a une chambre d’analyse traversée par des faisceaux lasers. L’interaction des cellules
avec la lumiere permet de caractériser et de classifier les cellules selon différents criteres tels
que la taille, la forme, la complexité ou la présence d’une molécule révélée par un composé
fluorescent. L’utilisation de molécules fluorescentes (fluorochromes) couplées a des
anticorps, protéines ou molécules permettent la détection spécifique des composants
cellulaires ou leur intégration. Les marqueurs fluorescents absorbent 1’énergie lumineuse a
une longueur d’onde donnée et émettent a une longueur d’onde plus élevée (Emission >
excitation).

L’émission de fluorescence est canalisée et véhiculée par fibre optique jusqu’a une série
de détecteurs (photomultiplicateurs) placés en aval des filtres (sélection chromatique). Il est
ainsi possible d’identifier des sous-types cellulaires en fonction de leurs propriétés physiques
et leurs caractéristiques fluorescentes puis de les isoler et éventuellement les trier.

En réalisant une analyse quantitative multiparamétrique, a 1’échelle de la cellule
individuelle ou de sous-populations au sein d’échantillons hétérogenes, la cytométrie en flux
est ainsi devenue une méthode de référence dans la recherche sur le cancer.

La cytométrie en flux permet de réaliser des études dose-réponse rapidement et tres
précisément en analysant plusieurs marqueurs de facon simultanée. Il est ainsi possible en une
seule expérience de tester I’efficacité d’un composé sur la viabilité, les mécanismes de mort
cellulaire, le potentiel mitochondrial, les dommages a I’ADN ou encore la prolifération, et de
croiser ces parametres avec la détection de marqueurs moléculaires, membranaires véritables

signatures de sous-types cellulaires ou de molécules intra-cellulaires.

II-8- Chitine et chitosane :

I1-8-1- Définition et structure chimique de la chitine :

La chitine est un polymere lin€aire qui a une structure similaire a la cellulose, mais c’est
un aminopolysaccharide ayant des groupements acétamide en position C-2 a la place des
hydroxyles [58]. Sa structure chimique est un enchainement d’unités monomeéres N-acétyl- -
D-glucosamine reliées par une liaisons glycosidique(l 4). La nomenclature définit cette
structure comme celle d’un poly [B-(1 4)-2- acétamido-2-déoxy-D-glucopyranose]. En réalité,

la chitine commerciale contient également des monomeres D-glucosamine.
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En fait, le terme chitine est donné¢ a tout copolymere formé d’unités constitutives N-

acétyl-D glucosamine et D-glucosamine, dont le DA est supérieur a 50%.
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D-glucosamine N-acétyl D-glucosamine

Figure 12: Structures du D-glucose, du D-glucosamine et du N-acétyl D-glucosamine.

OH OH OH
mo o
HO HO Chl:l

NH H NH
F= 0 lg: 0 (l:z 0

CH3 CHs CH3

Figure 13: Structure de la chitine

L’analyse aux rayons X montre que la chitine est une substance polymorphe qui se
rencontre sous trois formes : a, B, y et dont la différence réside dans I’orientation des chaines
polysaccharidiques [59], le degré d’hydratation, la taille de la cellule unitaire et le nombre de

chaine de chitine par cellule unitaire [60,61].
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I1-8-2- Les dérivés de la chitine :
Le chitosane :

Le chitosane est un copolymeére cationique, constitué d’unité de B (1-4) 2 amino-2
desoxyRD-glucose (D-glucosamine) et p (1-4) N-acétyl 2- amino 2- desoxy- D- glucose
[62-64].

La désacétylation en milieu basique de la chitine permet d’obtenir le chitosane qui est
un copolymere linéaire a arrangement aléatoire d’unités D-glucosamine et d unités N-acétyl-
D-glucosamine reliées par des liaisons B-(1 4). Le chitosane est un polysaccharide appartenant
a la famille des glycosaminoglycanes [65]. Le terme chitosane est donnée a tout copolymere
dont le DA est inférieur a 50%. Ainsi, chaque lot est caractérisé par la fraction de
groupements N-acétamide résiduels (DA) ou par la quantité relative de groupements acétylés
retirés a la macromolécule de chitine lors de sa préparation (DD). Les propriétés du chitosane
seront donc dépendantes du DD et de la MM, masse qui est souvent tres élevée comme pour

tous les polysaccharides.

OH OH OH

0 0
HO HO 0

NH, NH, NH
Figure 14: Structure du chitosane

Le chitosane a deux avantages majeurs par rapport a la chitine : sa solubilité dans les
acides faibles et I’existence de groupements amines (sites actifs pour de nombreuses réactions
chimiques) [66].

Le chitosane est retrouvé dans la plupart des zygomycetes. Il est extrait directement a

partir de Mucor rouxii [67].
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Les oligomeres de la chitine et du chitosane:

Comme tous les polysaccharides, la chitine et le chitosane peuvent étre dépolymérisé
par des agents hydrolytiques par rupture des liaisons glycosidiques. La dégradation de la
chitine et du chitosane mene a la production d'oligomeres ayant différents degrés de
polymérisation et des propriétés biologiques spécifiques. Parmi les méthodes de préparation
des oligomeres, on peut citer : la dépolymérisation mécanique [68], I'hydrolyse chimique

[69,70] et I'nydrolyse enzymatique [71].

Intéréts des chitooligosaccharides :

Les oligomeres de chitosane présentent plusieurs avantages par rapport au chitosane non
dépolymérisé. Leurs faibles poids moléculaires les rendent solubles dans 1'eau et les solutions
d'oligomeres ont une viscosité plus faible que les solutions de chitosane. De plus,
contrairement au chitosane qui agit comme une fibre, les oligomeres sont facilement absorbés

a travers l'intestin, et passent rapidement dans le systeme sanguin [72].

I1-9- Benzopyrane:

Les composés organiques qui comportent une structure bicylique résultant de la fusion
d'un noyau benzénique et d'un noyau de pyrane sont appelés benzopyranes (Figure 15). Les
deux classes de benzopyranes sont représentées sur la figure 15 (La double liaison dans le

cycle de pyran de 1-benzopyrane peut aussi étre en position 2,3).
1-Benzopyrane 2-Benzopyrane
0
=

Figure 15 : Types de benzopyranes [73]

Ces composés sont importants parce que beaucoup d'entre eux se trouvent dans les

plantes et ont une importance biologique considérable, en particulier comme médicaments.

I1-9- 1-1-Chromone :
Le chromone (ou 1-benzopyran-4-one) est un dérivé du benzopyrane avec un groupe
céto substitué sur le noyau pyran. Le noyau chromone, le 1-benzopyrane-4-one (Figure 16),

est présent dans la structure de plusieurs flavonoides, tels que les flavones, les flavonols et les
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isoflavones. Ses dérivés sont appelés les chromones. Les chromones se retrouvent quasiment
partout dans le regne végétale.

Le terme «chromones» est utilis€ pour les composé€s chimiques qui contiennent cette
structure (Figure 16). Le mot chromone peut étre dérivé du mot grec chroma, qui signifie

"couleur”, ce qui indique que de nombreux dérivés de chromone présentent une large

variation de couleurs.

O
S 4
3
|
7 o 2
& 1

Figure 16 : La structure générale et la numérotation des chromones [73]

Depuis la découverte des 1-benzopyranes a la fin du XIXe siecle, leur nomenclature a
changé plusieurs fois. Par exemple, la désignation des positions dans le systeme cyclique de la
chromone manquait d'uniformité dans les premieres littératures (Figure 17). Certains des
systemes de numérotation utilisés par les premiers travailleurs [74] sont représentés en A, B,
C, D (Figure 17). Une variété de noms a été utilisée pour la chromone [75] au cours des
années, par exemple : benzo-y-pyrone [74,76], y-benzopyrone [77], pheno-y-pyrone [78], 2,3

benzopyrone [79], 4-Oxol[l ,4-chromen] [79], 4-Oxochromen [80], et 4H-1-benzopyran-4-On
[81].

1
4 8 8a
Ty PT)? QN
a p 5 - 1 & 4-3
L5 0 0 >0
A B C D

Figure 17 : Certains des systemes de numérotation utilisés de la Chromone [73]

Ce dernier a été adopté par Chemical Abstracts depuis le début de 1972 pour tous les
chromones. Maintenant, la plupart des noms "triviaux" comme chromone ont été remplacés
par des noms systématiques qui sont plus pratique pour 1'informatisation des indices.

Les produits naturels et synthétiques a base d’un motif chromone présentent diverses
activités biologiques. Les dérivés de chromone sont trés abondants dans la nature et

présentent un large spectre d'activité pharmacologique comme anti-bactérien, anti-fongique
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[82,83], anti-cancer [84], anti-oxydant [85], anti-HIV [86], anti -ulcers [87],
immunostimulants [86], biocides [89], la cicatrisation des plaies [90], anti-inflammatoires
[91], immuno-stimulation [92]. De nombreux dérivés de chromone sont également
photoactifs, et peuvent étre utilisés facilement dans diverses réactions photo-induites offrant

divers composés hétérocycliques.

11-9- 1-2-Coumarine :

Les coumarines (ou 2H-1-benzopyran-2-one) sont des molécules distribuées dans
I’ensemble des végétaux supérieurs. Le nom coumarine vient de « cumaru », qui est le nom
dans une langue amazonienne, de 1’arbre de Tonka (Dipteryx odoranta; appartenant a la
famille Fabaceae) dont les feves contiennent 1 a 3% de coumarine. Ces composés sont tres
importants car beaucoup existent a 1’état naturel.

Les coumarines sont des composées obtenues par lactonisation de 1’acide
orthocoumarique. Ces coumarines, une fois hydroxylés sur le noyau aromatique, sont des
composés phénoliques a structures variables. Elles sont généralement substituées en C7 par un
hydroxyle.

Ces composés ont été isolés par A. Vogel en 1820, a partir des feves de Tonka. Puis, il a
été synthétisé en 1868 par W. H. Perkin, (réaction de Perkin), a haute température, a partir du
salicylate de sodium et de ’anhydride acétique (CH3CO)20 en présence d’une base faible
(CH3COONa) (Figure 18)

Figure 18 : Réaction de Perkin [93]

Elles sont a la base de plusieurs molécules douées d’activités biologiques qui possedent
un grand domaine d’application en pharmacie, en agroalimentaire et en cométique. Cette
famille de molécule est largement utilisée en médecine thérapeutique. En effet, les
coumarines possédent un large spectre d’activités. De nombreuses coumarines présentent des
activités anti thrombotique [94], anti tumorale, antivirale [95], anti inflammatoire [96] ou

antimicrobienne [97]. Elles sont impliquées dans des mécanismes de défense des plantes qui
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font suite a différents types de stress engendrés par les bioagresseurs, et possedent entre autre
une activité antimicrobienne [98,99]. Certaines coumarines telles que la scopolétine sont
probablement impliquées dans la réduction du stress oxydatif cellulaire [100].

Elles sont ¢également responsables d’un golt Iégerement sucré chez de nombreuses

variétés de plantes comme le mélilot [101-103], le tabac [104] et de nombreux aliments [103].

Activité anticancéreuse des coumarines :

Les recherches biologiques des coumarines ont révélé l'engouement d'innombrables
voies par lesquelles les coumarines agissent comme agents anticancéreux.

Les coumarines visent un certain nombre de voies dans le cancer telles que 1'inhibition
de la kinase [105,106], I'arrét du cycle cellulaire [107], 'inhibition de 1'angiogenese [108,109],
lI'inhibition de la protéine de choc thermique (HSP90) [110], l'inhibition de la télomérase
[111], l'activité antimitotique [112], l'inhibition de l'anhydrase carbonique [113], l'inhibition
des transporteurs de monocarboxylates [114], l'inhibition de l'aromatase et 1'inhibition de la
sulfatase [115].

De plus, de telles recherches ont contribué a la dérivation des études de relation
structure-activité (SAR) qui ont conduit a la découverte d'une substitution variée du noyau de

coumarine, ce qui a permis d'améliorer / élargir le continuum d'activité.

I1-10-Composés spiro :

Les composés spirocycliques ont un systeme structural de deux anneaux disposés
orthogonalement 1'un a l'autre en raison de 1'hybridation sp* du spiro-carbone central, qui peut
étre ajusté chimiquement en introduisant divers motifs hétérocycliques imitant ceux trouvés
dans les biomolécules, comme I'ADN et les protéines afin d'augmenter leur capacité a
interagir avec les systemes biologiques [116,117].

Les composés spirocycliques, et en particulier ceux qui comprennent un motif
hétérocyclique sont connus pour étre des agents médicinaux, en témoigne les différents
modeles d'alcaloides naturels et produits pharmaceutiques [118].

En effet, la fonctionnalité spiro est connue depuis longtemps pour €tre présente dans les
composés phytochimiques tels que les alcaloides, les lactones ou les terpénoides.

L'alcaloide spirocyclique I’histrionicotoxine (A) (Figure 19), isolé a partir d'extraits de
peau de la grenouille a fléau, Dendrobats histrionius, trouvé en Colombie, est un antagoniste

tres puissant des récepteurs nicotiniques [119].
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Les spirocétals sont les sous-unités de nombreuses substances naturelles d'intérét

biologique telles que les phéromones d'insectes, les antifeedants et les antibiotiques polyéthers

[120].

OH
Q
=

Figure 19 : Structure de 1'alcaloide spirocyclique [119]

Une série de spirocétals (Figure 20) a été isolée de Chrysanthemum coronanium, un
légume commun du sud de la Chine [121]. Certains de ces composés se trouvent avoir une
activité spasmolytique et antiphlogistique [122,123]. Des spiroacétals insaturés tels que le 1,6
dioxaspiro [4.4] nona-3,8-diene [124] 1,5 et le 1,6-dioxaspiro [4,5] décane [125] ont

également été isolés d'Artemisia sp.

A B C D

Figure 20 : Spirocétals [121]

La fonctionnalité Spiro reste également un outil structurel principal pour la création de
puissants agents antitumoraux et anticancéreux moléculaires utilisés dans la chimiothérapie de

derniere génération. La nature fournit des structures de spiro remarquables, comme en
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témoigne la découverte de nouveaux modeles de triterpénoides spiro-bicycliques qui se sont
révélés cytotoxiques contre les lignées cellulaires de cancer du sein humain. Le systeéme
cyclique spiro [pyrrolidin-3,3'-indole] est un motif structurel récurrent dans un certain nombre
de produits naturels tels que la vinblastine et la vincristine qui fonctionnent comme
cytostatiques et sont d'une importance primordiale dans la chimiothérapie anticancéreuse
[126]. Les dérivés du spiro-oxindole trouvent de larges applications biologiques en tant
qu'agents antimicrobiens, antitumoraux et antibiotiques et inhibiteurs du récepteur NK-1
humain [127-129]. La Horsfiline (Figure 21), un alcaloide d'oxindole contenant un noyau
spiro- [indole-pyrrolidone], a été isolé par Bodo et ses collegues de Horsfieldia superba [130],

un arbre de Malaisie dont les extraits sont couramment utilis€s en médecine locale.

. I} —Me
REF' e )
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Figure 21 : La Horsfiline [130]

MeO

Les alcaloides contenant un noyau spiro- [indole-pyrrolidine] sont des agents
cytostatiques spécifiques au cycle cellulaire qui arrétent la mitose et la métaphase en agissant
comme des poisons fusants. Ils se révelent également utiles dans la chimiothérapie
anticancéreuse [131].

Les spirolactones sont considérés comme des précurseurs de synthése pour de
nombreux produits naturels bioactifs et agents pharmaceutiques, telle que la Braziline,
I'Hématoxyline, Ripariochromene Clausenin [132], Variecolin [133], Mévinoline [134],
Biyouyanagin A [135] et B-Vetivone [136].

Au cours des trois dernieres décennies la syntheése des composés spiro lactone [137] a
recu une attention considérable en raison de leurs caractéristiques de conformation [138], et
leurs implications structurelles dans les systemes biologiques [139]. De ce fait, cette unité est
considérée comme une classe importante de substances naturelles caractérisées par ses
propriétés physique et biologique tres remarquable [117,140,141]. En effet, les systemes
spiro[cycle-lactone] [142] contenant un atome de carbone sp’, qui sont communs 2 deux
cycles, sont structurellement intéressants [142,143]. L atome chiral du carbone spiro offre une

structure asymétrique de la molécule, lui conférant ainsi des activités biologiques tres
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intéressantes [117,140], ce qui explique I’intérét croissant a la synthése et 1’étude des effets
biologiques de ces composés durant ces dernieres décennies.

Cependant, la faible disponibilité naturelle des composés spiro en général et
spirolactones en particlier, a incité les chercheurs a s'appuyer sur ces matrices moléculaires

pour optimiser les nouvelles structures chimiques a base de spiro capables de bioactivité

significative.
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III-1- Les composés :

Dans ce travail, trois types de molécules ont été utilisées :
- Les dérivés de la chitine.
- Les composés Spiro.

- Dérivés Chromone et Coumarine

III-1-1- Les dérivés de la chitine :
Ces molécules proviennent de Sigma Aldrich.

- Chitosane 1: Chitosane provenant de la carapace de crevette, >75%

(désacétylé), Chitine désacétylée, Poly(D-glucosamine)

Préparation :

N

Préparée par le désacétylation alcaline de chitine obtenue a partir des coquilles de
crevettes (Pandalus borealis). La chitine est fabriquée industriellement par broyage carapaces
de crevettes, puis en lavant les solides avec des acides pour éliminer la matiere inorganique et
protéinique. La chitine purifiée est désacétylée au chitosane par traitement avec une base forte
telle que I'hydroxyde de sodium. Le chitosane résultant peut €tre davantage purifié par
préparation de solutions dans de 1'acide suivie par une neutralisation et la précipitation.

Forme des gels avec des anions multivalents. Donne des solutions claires qui sechent a,

des films transparents solides.

Applications :

Chitosane, dérivé de coquilles de crevettes, chitine désacétylée (poly pB-1,4-D-
glucosamine), peuvent étre utilis€és comme un polyélectrolyte biomatériau biocompatible,
antibactérienne et respectueux de l'environnement avec une variété d'applications, y compris
des utilisations dans le traitement de l'eau, la chromatographie, les additifs pour les
cosmétiques, le traitement des textiles pour l'activité antimicrobienne, nouvelles fibres pour
les textiles, les papiers photographiques, films biodégradables, des dispositifs biomédicaux, et
les implants de microcapsules pour une libération contrdlée dans l'administration de

médicaments. Il peut €tre dérivé d'étendre ses utilisations.
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- Chitosane 2 : Chitosane de faible poids moléculaire (Chitine désacétylée, Poly(D-

glucosamine).

Description :

Polyélectrolyte biocompatible, Désacétylé a 75% 85%, antibactérienne et respectueux
de l'environnement avec une variété d'applications, y compris le traitement de l'eau, la
chromatographie, les additifs pour les cosmétiques, le traitement des textiles pour l'activité
antimicrobienne, nouvelles fibres pour les textiles, les papiers photographiques, films
biodégradables, des dispositifs biomédicaux, et les implants de microcapsules pour la

libération controlée de médicament livraison.

HO
i T O
HO IKon
0O
OH NH;
e

HO NH;

- -n

Figure 22 : Chitosane 1,2

- Chitosane oligosaccharide lactate :
Formule linéaire : (C12H24N209)n

Application :

Traitement de 1'eau pour les polluants métalliques organiques et lourds, les dispositifs
biomédicaux, des emballages biodégradables, finissage textile pour les tissus perméables a

I'eau, les produits cosmétiques.
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Figure 23 : Chitosane oligosaccharide

1-Test de solubilité du chitosane et du chitooligosaccharide (COS) dans de

I’acide acétique :

Pour préparer une solution d'acide acétique dilué a 0,5%, nous avons commencé a

préparer 10 ml d'acide acétique a 2%.

10 mg de chitosane et de chitioligosaccharides (Cos) ont été dilués dans un 1ml d’acide
acétique (99%) a différentes concentrations : 0,1%, 0,2%, 0,5%,1% sous agitation pendant 30
minutes a température ambiante.

Nous avons remarqué que la dissolution de nos molécules s’est faite a partir d’une
concentration d’acide acétique a 0,5%.

Dans un deuxieme temps nous avons essay¢ d’augmenter la concentration de nos
molécules : Nous avons commencé par utiliser 10 mg de nos composés dans 100ul d’Acide

acétique a 0,5%, le résultat été négatif, jusqu’a arriver a une concentration de 10 mg/500 pl.

2-Test de viabilité des cellules K562 avec I’acide acétique, le chitosane et le

chitooligosaccharide (COS):

Parallelement au test de solubilité, un test de viabilit¢é (Avec la technique Bleu de
Trypan) d’acide acétique et des trois molécules: Chitosane 1, chitosane 2 et COS envers les
cellules K562 a été effectué.

Pour le test de viabilité de 1’acide acétique, nous avons préparé une gamme de 6
concentrations différentes en prélevant 6 volumes différents d’une solution d’acide acétique
de 0,5% (1 pl, 5 pl, 10 pl, 100ul, 200 pl); les résultats étaient relevés apres 8h, 24h, 48h, 72h

de traitement.
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Pour le test du Bleu de Trypan, nous avons, d’abord, observé et compté les cellules
K562. Nous avons trouvé une concentration égale a 452000 cellules/ml.

Un volume de 1ml a été déposé a chaque puits d’une microplaque de 24 puits.

Nous avons aussi préparé quatre (04) concentrations différentes de nos trois (3)
molécules: 10pg/ml, 50pg/ml, 100pug/ml et 500 pg/ml. Les résultats étaient relevés apres 8h,
24h, 48h, 72h de traitement.

III-1-2- Les composés Spiro :

Les composés Spiro nous ont été fournis par O. Talhi, chercheur au Centre de

Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC).

Préparation d’une solution stock des composés Spiro:

On pese d’abord les échantillons puis on effectue plusieurs tests de solubilité afin de
trouver la concentration adéquate a la dissolution de nos molécules dans le DMSO.

Les composés spiro (Tableau 4) ont été solubilisés dans du DMSO a 100% pour obtenir
une concentration de la solution mere a 100 mM. La solution mere a été conservée et
aliquotée a -20 ° C. Les cellules témoins (cellules K562) ont été traitées avec des quantités

équivalentes de DMSO.

Tableau 04: Structures des spiro [lactone-cyclohexanone] 4-9.

Composé Structure Poids moléculaire (g/mol)

396.43
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5 O 5 .O 360.40
o}

O

40O ®
7 ¥
H,CO

/

OCHs
-O 480.50

g¥e) OCHs

9 o ‘ o 472.61

II1-1-3- Dérivés Chromone et Coumarine :

Les composés Chromone et Coumarine nous ont été fournis par O. Talhi, chercheur au

Centre de Recherche Scientifique et Technique en Analyses Physico-Chimiques (CRAPC).
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Préparation d’une solution stock des composés Chromone et Coumarine :

On pese d’abord les échantillons puis on effectue plusieurs tests de solubilité afin de
trouver la concentration adéquate a la dissolution de nos molécules dans le DMSO.
Apres cette opération, on entame un criblage afin de sélectionner les molécules

potentiellement intéressantes; pour cela, des tests de cytotoxicité sur des lignées cancéreuses

humaines sont effectués.

Tableau 05: Structures des composés Chromone et Coumarin 1-9

Composé Structure Formule PM(g/mole)

1 CosH»00g 484.46
2 CysH5ClOg 514.87
3 C36H2603 586.59
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III-2- Culture cellulaire et test de cytotoxicité :

ITI-2- 1- Caractéristiques des lignées cellulaires :

La lignée U937 a été établie a partir de cellules malignes prélevées dans 1’épanchement
pleural d’un homme de 37 ans atteint d’un lymphome histiocytique diffus en 1974 [144]. Ces
cellules ont des propriétés de monocytes et expriment des marqueurs de cette lignée comme le
récepteur au facteur C3 du complément.

La lignée K562 est une lignée continue établie a partir des cellules d’une leucémie
my¢loide chronique en phase blastique terminale, prélevée dans le liquide pleural d’une
patiente de 53 ans [145]. 1l s’agit de cellules indifférenciées, capables de s’orienter vers 1’une
des trois lignées circulantes: Erythroide, granulocytaire, monocytaire. Les K562 se
caractérisent par le chromosome de Philadelphie qui résulte de la translocation réciproque
entre les chromosomes 9 et 22. Au cours de cette translocation, le protooncogene c-Abl
normalement présent sur le chromosome 9 fusionne avec le gene BCR (break point cluster
region) situé sur le chromosome 22 [146]. Le gene hybride qui résulte de cette translocation
conduit a la synthése d’une protéine de fusion BCR-ABL a activité tyrosine kinase
constitutive [147].

MCF-7 : Michigan Cancer Foundation-7 : sont des cellules épithéliales qui proviennent
d’effusions pleurales d’une patiente atteinte d’un adénocarcinome du sein.

HCT-116: Human COLORECTAL CARCINOMA cell line.

Hek-293t : Human Embryonic Kidney 293 cells.

HepG2 : Human liver hepatocellular carcinoma cell line.

B16 : Melanoma 4A5 cell Line.

CaCo2 : Caucasian colon adenocarcinoma cell Line.

AS549 : Lung carcinoma cell line: La lignée A549 est issue d’un adénocarcinome
d’épithélium pulmonaire prélevé chez un patient de 58 ans. C’est la lignée communément

utilisée par les laboratoires de recherche étudiant le cancer du poumon.

III-2- 2- Conditions de culture et d’entretien des différentes lignées
cellulaires :

III-2- 2- 1-Lignées en suspension (K562 et U937):
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- Conditions de culture cellulaire :

La culture cellulaire des lignées K562 et U937 a été effectuée dans du milieu RPMI
1640 supplémenté de 10 % de sérum de veau fcetal (SVF) ainsi que de 1 % d’un mélange
d’antibiotiques (pénicilline, streptomycine) sous une atmosphere de 5% CO2, a 37°C. La
population cellulaire a été évalué a I’aide d’un hématimétre de type Malassez. Les cellules ont

été collectées tous les 3 jours.

- Test de viabilité des cellules K562 et U937 :

Apres observation des cellules sous microscope photonique et vérification de leur bon
état, on procede au comptage des cellules en utilisant la technique Bleu de trypan. 1 ml de
suspension cellulaire (300 000 cellules/ml) a ét€ déposé dans chaque puits d'une plaque a 24
puits. L’effet du traitement des cellules K562 et U937 avec les composés spiro a été comparé
aux échantillons controles, c’est a dire traités par le solvant seul (DMSO).

Pour le test de viabilit€ de nos molécules envers les cellules K562 et U937, on
commence par un criblage afin de sélectionner les molécules potentiellement intéressantes ;
pour cela, des tests de cytotoxicité sur des lignées cancéreuses humaines sont effectués. Apres
cette opération, on prépare pour chaque molécule une gamme de 5 concentrations différentes:
10 uM, 30 uM, 50 uM, 70uM, 100 uM ; les résultats étaient relevés apres 8h, 24h, 48h, 72h
de traitement.

- Bleu de Trypan :

La viabilité des cellules K562 et U937 a été¢ évaluée par le test d’exclusion au bleu
trypan apres traitement des cellules avec différentes concentrations des composés spiro
pendant 72h. Seules les cellules mortes ayant perdu leur intégrité membranaire, sont colorées
par le bleu trypan alors qu’il est exclu des cellules vivantes. Les cellules négatives et positives
au bleu trypan sont dénombrées a 1’aide d’un hématimeétre de type Malassez. Cette technique
permet a la fois de déterminer la cytotoxicité d’un composé, mais également d’analyser la
prolifération cellulaire.

Environ 20 pl de suspension cellulaire ont été échantillonnés et mélangés avec un
volume €gal de 20 pl bleu de trypan (0.4% dans du PBS).

Le nombre total de cellules vivantes a ensuite ét€ compté en utilisant un hémocytometre

de type Malassez en microscopie optique.
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L'activité cytotoxique a été calculée par la relation suivante:

(nombre de cellules viables )

Viabilité (%) = 100 x

(nombre de cellules totale (mortes+ viables))

III-2- 2- 2- Lignées adhérentes :

- Culture cellulaire :

Les lignées MCF-7, HCT-116, Hek-293t, HepG2, B16, CaCo-2 et A549 sont des
cellules adhérentes cultivées en monocouche. Ces cellules sont détachées du fond de la boite
de culture a ’aide de trypsine, une protéase a sérine capable de cliver certaines protéines de
surface et de la matrice extracellulaire.

L’action de la trypsine est inactivée par 1’ajout de milieu de culture et la suspension
cellulaire ainsi obtenue est centrifugée a 350 g pendant 7 minutes. Le surnageant est éliminé
et le culot cellulaire est remis en suspension dans du milieu de culture. La population
cellulaire est évaluée a 1’aide d’un hématimetre de type Malassez et réensemencée a la

concentration adéquate.

- Test de viabilité :

Apres observation des cellules sous microscope photonique et vérification de leur bon
état, on procede au comptage des cellules en utilisant le chemometec nucleocounter nc-100
pour relever la viabilité des cellules.

Pour chaque molécule, on prépare une gamme de 5 concentrations différentes : 10 uM,
35 uM, 50 uM, 70uM, 100 uM. Les résultats étaient relevés apres 24h de traitement.

Les cellules sont ensemencées et incubées pendant 24 h a 37°C a 5% de COs..

Le systtme ACEA-XCELLIGENCE a été utilisé pour le test de cytotoxicité.

- Comptage cellulaire avec le Chemometec nucleocounter nc-100 :

Le NucleoCounter® NC-100™ est un systéme de comptage automatique pour cellules
de mammiferes, qui utilise la méthode de coloration des noyaux par l'iodure de propidium et
la microscopie a fluorescence, adapté dans un microscope a fluorescence compact mais

hautement perfectionné et associé a une caméra CCD et un logiciel d'analyse d'image.
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Pour le comptage, une NucleoCassette a usage unique contenant déja l'iodure de
propidium iodide, est chargée avec un petit volume de mélange échantillon/tampons, puis
placée dans le compteur de cellules. Apres 30 secondes, la concentration cellulaire totale
estimée est affichée sur 1'écran du NucleoCounter® NC-100™. Selon la préparation de
I'échantillon, le résultat représente la concentration totale ou la concentration en cellules

mortes. Le logiciel en option NucleoView peut afficher les résultats du calcul de viabilité avec

des histogrammes du signal fluorescent et une photo de I'échantillon. Tous les résultats

peuvent étre transférés sur une feuille de calcul pour un traitement des données ultérieur.

Figure 24 : NucleoCounterR NC-100™

- ACEA-XCELLIGENCE:

Le Real Time Cell Analyzer (RTCA, ACEA Biosciences) est un systeme dédié au suivi
temps réel du comportement des cellules adhérentes, basé sur la mesure d’impédance,
permettant d’obtenir des informations quantitatives sur I’état biologique cellulaire (adhésion,
prolifération, viabilité, morphologie) en continu, en temps réel et sans marquage.

Ce systeme est composé d’une station a placer dans I’incubateur, supportant la plaque
96 puits (E-plate 96) dont le fond est recouverts de microélectrodes en or.

Cette station est reliée au RTCA Analyzer qui enregistre et traite les signaux
d’impédance, enregistrés au niveau de chaque puits, et analysés grace a un logiciel
d’exploitation spécifique.
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Quand la plaque E-plate est posée dans la station RTCA, un courant électrique traverse
le puits, donnant lieu a un signal d’impédance de référence (proche de 0).

En présence de cellules adhérentes au fond des puits, la résistance au passage du courant
électrique augmente, donnant un signal d’impédance cellulaire.

Les variations d’impédance électrique sont représentatives du statut cellulaire global.

Plus le nombre de cellules est élevé, plus les valeurs d’impédance sont importantes.

Le Cell Index varie par ailleurs en fonction de la morphologie cellulaire, de la qualité

des interactions cellulaires et des interactions entre cellules et support (1’adhésion cellulaire).
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Figure 25 : Principe de la technologie xCELLigence

III-3- Transfection et systeme rapporteur luciférase :
III-3- 1- Principe des genes rapporteurs :

Les systemes de genes rapporteurs sont largement utilisés en biologie moléculaire a de
multiples applications. Brievement, le concept de gene rapporteur repose sur le fait qu'une
séquence nucléotidique introduite dans un systeme biologique génere un phénotype mesurable

lorsqu’elle est exprimée. Au départ, les systémes rapporteurs étaient surtout utilisés pour

74



Matériels et méthodes

I’analyse d’¢léments génétiques agissant en cis, tels les promoteurs ou enhancers mais on les

utilise maintenant a d’autres usages, telle 1’analyse de facteurs de transcription.

III-3- 2- Principe du systeme rapporteur luciférase :

Un des systémes rapporteurs les plus utilisés aujourd’hui est le systéme basé sur
I’expression de la protéine bioluminescente luciférase. L’enzyme luciférase catalyse
l’oxydation de la luciférine en présence d’ATP, de Mg>* et d’O2 pour générer de
I’oxyluciférine et de la lumiere a une longueur d’onde de 562 nm.

Dans le systéme rapporteur luciférase, on peut cloner un géne d’intérét en amont du
géne de la luciférase afin que 1’expression de la luciférase devienne sous le contrdle de ce
gene d’intérét. L activité transcriptionnelle du géne est alors mesurée par I’expression de la
luciférase. La détection de I’activité luciférase est réalisée in vitro, apres extraction protéique

et ajout du substrat luciférine, d’O2 et d’ATP.

III-3- 3- Transfections :

La technique de transfection transitoire réalisée par €lectroporation a I’aide du systéme
« Gene Pulser II » (Biorad) avec les parametres suivants: 250V and 500uF, applique une
décharge électrique qui induit la formation de pores membranaires, par lesquels I’ADN

plasmidique pénétre a I’intérieur de la cellule (Figure 27).

2
Membrane 940 Les pores de la
cellulaire %0 membrane cellulaire se
6%% 2, referment avec le géne a
G lintérs
% intérieur

Le champ électrique
induit une tension a
travers la membrane

Avant impulsion Durant le champs Apres impulsion
éclectique

Figure 26: Principe de la transfection transitoire

75



Matériels et méthodes

Figure 27 : Systéme d’éléctoporation « Gene Pulser II » (Biorad)

III-3- 4- Transfections :

La transfection est réalisée par électroporation. La création de pores dans la membrane
plasmique par un champ électrique permet a 'ADN plasmidique de pénétrer passivement
dans le cytoplasme.

Pour chaque expérience, 3,75 x 10° cellules de la lignée K562 i une concentration de
1,5 x 107 cellules/ml sont électroporées avec 5 ug de plasmide luciférase et de 5 ug de
plasmide Renilla dans les conditions suivantes: 250 V, 500 uF dans un volume final de 250 pl
qui sont ajoutés aux cellules dans la cuvette d'électroporation.

Les cellules sont ensuite transférées dans du milieu complémenté en SVF (10 %). Apres
24h, les cellules sont resuspendues a 10° cellules/ml dans du milieu avec 10 % de SVF dans
des puits de plaques de microtitration et traité pendant 2 heures avec le composé 4 ou 9, aux
concentrations indiquées suivies de 6 h d’activation avec 20 ng / ml de TNFa.

Le Goniothalamin a été utilisé comme composé inhibiteur positif a la concentration de 7
UM (ce qui correspond a la valeur de ICso) [148].

Apres les traitements, 75 pul de DualGlo ™ Luciferase Reagent sont ajoutés a chaque
puits et apres 10 min de temps d'incubation a 22 °C, l'activité luciférase est quantifiée par
mesure de ’absorbance a 560 nm. 75 ul de Dual-Glo ™ Stop & Glo® Reagent sont ensuite
ajoutés et apres 10 min de temps d'incubation a 22 °C, l'activité Renilla est quantifiée par
mesure de I’absorbance a 560 nm.
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Les émissions de lumiere résultant de l'activité luciférase et Renilla sont mesurées dans
un luminometre Berthold par intégration du pic d'émission de lumiere en 10s. Tous les
résultats sont exprimés en unités de lumiere arbitraire correspondant au rapport de 1'activité
luciférase / l'activité Renilla. Chaque résultat représente la moyenne + écart-type de trois

expériences indépendantes de transfection.

II1-4- Mesure de ’activité caspases 3-7:

Le principe de ce test tire parti des mécanismes réactionnels du métabolisme de la
cellule: Les dosages d'apoptose exploitent certaines cascades enzymatiques qui sont
nécessaires a la dégradation des protéines telles que le systeme des caspases. Dans notre cas,
on a utilisé le «caspase 3/7 Glow assays» ; c’est un test luminescent qui mesure 1’activité
caspase 3 et 7.

Caspase-Glo® 3/7 Assay (Promega) est un dosage luminescent qui mesure spécialement
I’activité des caspase-3 et 7. Ce sont des protéases caractérisées par la présence d’une cystéine
au niveau de leur site actif et leur capacité d’hydrolyser des chaines polypeptidiques au niveau
d’un acide aspartique ce qui est a 1’origine de leurs noms. Il existe plusieurs classes de
caspases, celles dites de classe II sont les caspases effectrices de I’apoptose (e.g caspases 3 et
7) qui jouent un rdle clé dans les cellules mammiferes. La luminescence qui est fournie par un
substrat contenant la séquence de DEVD tétrapeptide,est proportionnelle a la quantité
d'activité de la caspase présente. Il repose sur les propriétés d'une luciférase thermostable
(Ultra-Glo ™), qui est formulée pour améliorer les performances sur une large gamme de
conditions de dosage. Pour notre étude, les cellules ont été étalées et traitées dans des plaques
de 96 puits, ensuite 100 pl du réactif ont été ajouté apres 24h du traitement. La détection de la
luminescence é€tait au moyen du spectrophotometre (multi-well Synergy Mx scanning

spectrophotometer, Biotek, Winooski, VT).

77



Matériels et méthodes

H
Z-DEVD-N._~_S N._ COOH

Caspase-3/71

Z-DEVD- + =N S

UltraGlo™ Luciferase l
Mgz'

Lumieére

Figure 28 : Clivage par la caspase-3/7 du substrat luminogéne contenant la
séquence DEVD

Protocol :

La mesure de la caspase 3/7 activités a été évaluée par le kit Caspase-Glo®3/7
(Promega) suivant les instructions du fabricant. En bref, 3 x 10° cellules/ml ont été pré-
traitées ou non pendant 1 h avec 50 uM de Caspase Inhibitor I (Z-VAD (OMe) -FMK,
Calbiochem), suite a 1’addition des composés 4 ou 9 aux concentrations suivantes : 10 uM, 30
uM , 50 uM, 70 uM et 100 uM pendant 24 h. Apres la période de traitement, 75 ml d'une
culture de cellules ont été mélangés avec 75 ml du réactif Caspase- Glo®3/7 et on été incubé
a température ambiante pendant 1 h.

Ce substrat clivé relache I’aminoluciférine, un substrat de la luciférase, produisant de la
luminescence. La luminescence est proportionnelle a la quantité d'activité de la caspase

présent. Les résultats sont exprimés en facteur de variation par rapport au témoin.
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Figure 29: Schéma du protocole du test Caspase-Glo® 3/7
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ITI-5- Western Blot :

Extractions de protéines totales :

Les protéines totales ont été extraites a partir de dix millions de cellules. Les cellules
sont d’abord lavées au PBS deux fois puis lysées avec une solution M-PER( (Mammalian
Protein Extraction Reagent) mélangée a un cocktail d’inhibiteurs de protéases ainsi qu’avec
un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases selon les instructions du fournisseur (Roche,
Luxembourg, Luxembourg). Apres I’ajout de la solution de lyse, les cellules ont été placées a
4°C sous agitation pendant quinze minutes puis les échantillons ont été centrifugés a 4°C a
15000g pendant 15 minutes. Le surnageant résultant de cette centrifugation contenant les
extraits protéiques totaux a été récupéré. Les protéines ont été dosées par la méthode de

Bradford [149].

Analyse de ’expression des protéines par Western Blot

20 a 50 pg de protéines sont déposés sur gel SDS-PAGE (10%), puis transférés sur une
membrane de nitrocellulose (Amersham). Les membranes sont saturées pendant 1 heure a
température ambiante ou pendant la nuit a 4°C, dans du phosphate buffered saline (PBS) dans
lequel est ajouté 0,1% Tween 20 (PBS-T) additionné de 5% de lait ou 5% de BSA selon
I’anticorps qui sera utilisé. Les membranes sont lavées avec du PBS-T et incubées avec les
anticorps primaires suivants pendant la nuit a 4°C: anti-PARP (dilution 1:1000, Cell
Signalling Therapeutic), anti-cleaved caspase-3 clone D175 (dilution 1:1000, Cell Signalling
Therapeutics), anti-caspase3 (dilution 1:1000, Cell Signalling Therapeutics) and anti-beta-
actin (1:1000, Sigma Aldrich).

Apres plusieurs lavages dans du PBS-T, les membranes sont incubées 1 heure a
température ambiante avec ’anticorps secondaire adéquat : anti-mouse IgG (H+L) (dilution
1:2000, thermo scientific) and anti-rabbit IgG (H+L) (dilution 1:2000, thermo scientific).
Apres incubation avec les anticorps, les membranes subissent un cycle de lavages dans du
PBS-T. La détection des protéines se fait par chimioluminescence avec le systtme ECL

(Pierce, Belgique).
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II1-6- Double marquage a I’Annexine V/Iodure de Propidium: Détection de
la mort cellulaire par apoptose :
Principe :

La membrane cellulaire est formée d’une bi-couche lipidique dont certains composés
sont négatifs. Lors de 1’entrée d’une cellule dans un processus de mort programmée ou
apoptose, les résidus phosphatidylsérine sont transloqués sur le versant extracellulaire,
aboutissant a une perte d’asymétrie de la membrane.

L’annexine-V possédant une forte affinité pour ces résidus permet de détecter la phase
précoce d’entrée en apoptose. Les colorants cationiques, tels que 1'iodure de propidium, le
bromure d'éthidium ou la 7-actinomycine (7-AMD), ne pénetrent pas les cellules a la
membrane intacte. Cela permet ainsi la détection des cellules mortes ou en phase tardive
d’apoptose. La combinaison de ces deux marqueurs permet de différencier les cellules
vivantes (Annexine-V et IP négatives) des cellules en phase précoce d’apoptose (Annexine-V

positives, IP négatives) ou en phase tardive d’apoptose (Annexine-V positives, IP positives).

Iodure de propidium et bromure d'éthidium :

L'iodure de propidium (PI) et le bromure d'éthidium (EB) sont des agents intercalants de
I'ADN (sans spécificité de base), de structures chimiques similaires, ne traversant que les
membranes cytoplasmiques endommagées. Ils permettent ainsi de mettre en évidence, des

cellules apoptotique perméabilisées, hypodiploides.
Annexine V :

L'annexine V est une protéine, isolée pour la premiere fois a partir d'un placenta humain
par Bohn et al [150], capable de se lier a la phophatidylsérine. Pour les analyses, elle est
conjuguée a un marqueur tel que la biotine ou la fluoresceine (FITC) [151-153]. Elle ne peut
donc pas se lier aux cellules viables, ne présentant pas de phosphatidylsérine a la surface.
Chez les cellules nécrotiques, au contraire, ceci est possible du fait de la perte d'intégrité de la

membrane.
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Cymometre de flux utilisé: Attune® Acoustic Focusing Cytometer

Le cymometre Attune® Acoustic Focusing est un cymometre de paillasse qui utilise la
pression acoustique pour confiner les particules injectées dans une ligne centrale compacte le

long de I’axe du capillaire de telle sorte que I'échantillon passe a travers la cellule optique

pour analyse.

Figure 30 : Cytometre par méthode de focalisation acoustique Attune®

Microscopie a fluorescence :

Figure 31: Microscope a fluorescence Carl Zeiss
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- Protocol suivi :

Dans notre étude, nous avons testé le composé 8 avec les cellules HCT116 a différentes
concentrations durant 48h.

1- Induction de I’apoptose par notre molécule pendants 48h de traitement.

2- Collection des cellules apres la période d'incubation et lavage a froid avec une
solution saline tamponnée au phosphate (PBS).

3- Re-centrifugation des cellules lavées, élimination du surnageant et remise en
suspension des cellules dans 100 pl de tampon de liaison.

4- Ajout de 5 pl Annexin V FITC et 5 ul PI a chaque 100 pl de suspension cellulaire.

5- Incubation des cellules a température ambiante pendant 15 minutes. Apres la période
d'incubation, ajouter de 400 pl de tampon de liaison, mélanger doucement et conserver les
échantillons sur de la glace.

6-Analyse des cellules colorées par cytométrie de flux le plus rapidement possible,
mesure de I'émission de fluorescence a 530 nm (par exemple, FL.1) et > 575 nm (par exemple,
FL3

7- Confirmation des résultats de la cytométrie de flux en visualisant les cellules sous un
microscope a fluorescence, en utilisant des filtres appropriés pour la fluorescéine (FITC) et la

rhodamine (TRITC) ou au Texas colorant RedR.
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Résultats et discussion

IV -1- Effet du chitosane et du chitooligosaccharide (COS) sur la viabilité et

la prolifération cellulaire des lignées leucémiques K562:

Les résultats montrent, d’une part, I'optimisation de la solubilité des dérivés de la chitine
dans des concentrations d’acide acétique non toxiques aux cellules k562 (Figures 32 et 34) et
d’autre part, 1'absence d'effet antiprolifératif de nos trois dérivés envers les cellules k562
(Figures 33 et 35).

En effet, la prolifération et la viabilité des cellules k562 ne sont pas affectées méme
avec des concentrations de 500 ug/ml malgré le fait que plusieurs travaux ont montré 1’effet
antiprolifératif des dérivés de la chitine envers des lignées cancéreuses humaines, entre autres
les travaux que nous avons entrepris en 2012 [154] sur ’effet de la chitine et ses dérivés
envers des cellules cancéreuses humaines. Plusieurs hypotheéses peuvent étre émises pour
expliquer ces résultats.

En effet, le comportement physiologique de ces composés et leurs propriétés sont
fortement liés a leur variabilité structurelle et physicochimique intrinseque en raison de leur
origine naturelle et de leur processus de fabrication [155]. De plus, la modification chimique
de ces polymeres améliore leur solubilité dans l'eau ou dans les solvants organiques, ce qui
améliore leur activité biologique et augmente le nombre d'applications biomédicales
potentielles. La connaissance de la microstructure de ces composés est essentielle a la
compréhension des relations structure-propriété-activité.

En effet, les propriétés biologiques de ces composés dépendent étroitement de leurs
parametres physicochimiques, en particulier de leur solubilité dans l'eau et d'autres solvants
couramment utilisés. La plupart des propriétés caractéristiques du chitosane sont strictement
liées a son poids moléculaire (MW) et a sa teneur élevée en résidus de glucosamine contenant
des groupes amino primaires [156].

En comparaison avec le chitosane, la chitine, étant un matériau hautement insoluble et
chimiquement plutét non réactif, a beaucoup moins d'applications. En modifiant
chimiquement les groupes amino primaires et hydroxyles libres de la chitine et du chitosane,
leur solubilité dans I'eau et dans les solvants organiques peut étre améliorée [157-162].

Des matériaux a base de chitine/chitosane avec différentes structures montrent des
activités biologiques différentes et toutes les activités biologiques n'ont pas été trouvées dans
un type de chitine/chitosane [163].

La connaissance de la microstructure des échantillons de chitine et de chitosane est donc

essentielle pour la compréhension des relations structure-propriété-activité, et un accent
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particulier a cet égard devrait étre placé sur les chitines/chitosanes utilisés dans les
applications biomédicales [156,163-166].

L'activité anti tumorale de la chitine/chitosane est, elle aussi, affectée par les parametres
physicochimiques de ces polymeres et en particulier par leur poids moléculaire.

En effet, ’activité anti tumorale se manifeste par la stimulation du syst¢tme immunitaire
(production de lymphokines, y compris les interleukines 1 et 2, stimulation de NK...)
[167,168].

Jeon & Kim ont testé l'activité anti tumorale de trois types de COS (haut poids
moléculaire allant de 6,5 a 12 kDa - HMWCOS, poids moléculaire moyen allant de 1,5 a 5,5
kDa - MMWCOS et faible poids moléculaire allant de 0,5 a 1,4 kDa - LMWCOS) contre le
carcinome cervical solide (S180) et le carcinome utérin cervical n°14 (U14) du sarcome 180
[168].

L'efficacité de l'inhibition de la croissance tumorale pour les deux types de cellules
tumorales chez la souris était la meilleure dans le cas de MMWCOS.

Maeda et Kimura ont étudié l'effet anti tumoral de trois chitosanes hydrosolubles de
faible poids moléculaire (21 kDa, 46 kDa, 130 kDa) et diverses doses de chitosane de 650
kDa chez des souris porteuses de sarcome 180 [169]. Ils ont trouvé que LMWC (21 et 46
kDa) et aussi des oligosaccharides plus petits pouvaient activer le systtme immunitaire
intestinal des animaux, empéchant ainsi la croissance tumorale. Mais aucun effet anti tumoral
n'a été observé apres I'administration orale d'échantillons de chitosane, méme de faible poids
moléculaire (46 kDa).

Les mémes auteurs ont confirmé que le chitosane de haut poids moléculaire (650 kDa)
prévient les effets indésirables de certains médicaments chimio thérapeutiques anticancéreux.

Qin et al. ont également testé 1'activité anti tumorale de LMWC contre le sarcome 180,
mais ils sont venus a des conclusions opposées. Ils ont noté que I'administration orale de
chitosane LMW diminue le poids de la tumeur [167,170], bien que l'administration par
injection intra péritonéale conduit a un taux inhibiteur plus élevé [170].

Il a été rapporté que plus le MW de LMWC était élevé, meilleur était l'effet de la
tumeur inhibitrice [167].

Le résultat de 'oxydation du chitosane a l'effet opposé et une augmentation de la MW
diminue l'activité anti tumorale [171]. L'influence de LMWC et de COS (y compris le
pentamere, 1'hexamere et les oligomeres supérieurs) sur l'inhibition de la croissance des
cellules tumorales ascites d'Ehrlich (EAT) et la néo vascularisation induite par une tumeur ont

été étudiées [172].
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Sur la base des résultats expérimentaux concernant l'inhibition de l'angiogenese et
I'induction de l'apoptose, il a été confirmé que les COS semblent étre des composés
angioinhibitoires et anti tumoraux plus puissants.

Wang et al. ont rapporté que les oligosaccharides de la chitine (DP 1-6) réduisaient
également le nombre de cellules K562 (lignée cellulaire de leucémie érythromyéloblastoide

humaine) [173].
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Figure 32 : Effets des différentes concentrations en acide acétique sur la prolifération des

cellules K562. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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Figure 33 : Effet des differentes concentrations du chitosane 1(A), du chitosane 2 (B) et du COS (3)
sur la prolifération cellulaire des cellules k562 Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées
uniquement au DMSO.

88



Viabilité cellulaire (% )

Résultats et discussion

120

100 -

%
=Y
1

60 -

40 -

20+

Il sh

I 24h

Il 48h

Il 72h

Figure 34 : Effets des différentes concentrations en acide acétique sur la viabilité des

cellules K562. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.

89



Résultats et discussion

A
120
100 8h
N 241
2 80 I 48 h
z N 72
=
Z 60
@
=
s 40
20
0
S RS RS S
¢t & & & &
N o¥ N N
Q 5 S S
> N o
B
Concentrations du Chitosane 1
120
Il s
100 BN 241
@ BN 48 nh
= 80
= HEE 72h
=
=
> 60
©
=
s 40
20
0
RS S S S
o & & & &
< N < <
Q o &S K
> N B
C Concentrations du Chitosane 2
120
I sh
100 B 241
< BN 43h
= 80
= I 72n
=
60
@
=
s 40
20
0
S S S S
S & & & &
& C2 G2 G2
QY Y Y O
N ) Q)
N I3

Concentrations du cos

Figure 35 : Effet des differentes concentrations du chitosane 1(A), du chitosane 2 (B) et du COS (3)

sur la viabilité cellulaire des cellules k562 Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement

au DMSO.
90



Résultats et discussion

IV -2- Effet des composés spiro 4-9 sur la viabilité et la prolifération

cellulaire des lignées leucémiques K562 et U937 :

Un ensemble de six spiro-composés 4-9 (tableau 4) ont été testé pour leur activité
anticancéreuse envers les cellules leucémiques humaines (U937 et K562).

Les cellules K562 ont été les premicres lignées cellulaires de leucémie myéloide
immortalisées humaines a étre établies. Elles sont du type érythroleucémie et la lignée est
dérivée d'un patient atteint de LMC de 53 ans en crise blastique [174,175].

Les cellules sont non adhérentes et ont un aspect arrondies. Elles sont positives pour le
gene de fusion ber: abl et présentent une certaine ressemblance protéomique avec les
granulocytes indifférenciés [176] et les érythrocytes [177].

U937 est une lignée cellulaire de leucémie myéloide humaine pro-monocytaire. Elle a
été isolée du lymphome histiocytaire d'un homme de 37 ans [178]. Cette lignée cellulaire
présente de nombreuses caractéristiques des monocytes et est facile a utiliser. Un nombre
pratiquement illimité de cellules peut étre préparé et elles sont relativement uniformes.

Cette lignée cellulaire a été¢ un outil important dans 1'étude de I’activité anticancéreuse
de nombreux agents cytotoxiques. Ces cellules leucémiques ont été€ utilis€ées comme modele
expérimental pour élucider les mécanismes de mort cellulaire induits par ces agents
cytotoxiques [179-181].

Une analyse génétique effectuée par Strefford et al [182], a montré que les U937
portaient la translocation t (10; 11) (p13; q14). Il en résulte une fusion entre le gene MLLT10
(leucémie myéloide / lymphoide ou lignée mixte) et la protéine d'assemblage de la clathrine
de type Ap-3- PICALM (assemblage de la clathrine leucémie myéloide lymphoide), qui est
probablement importante pour la nature tumorale de la lignée cellulaire [182].

En tant que premier objectif biologique vers le suivi d'un nouvel agent anticancéreux,
nous avons évalué les effets cytotoxiques de nos composés sur les cellules K562 et U937 par
le test au bleu trypan.

Apres un premier criblage, les résultats ont montré que le composé 4 (spiro
[pseudocoumarine-cyclohexanone]) et 9 (spiro [6-méthyllactone-cyclohexanone]) étaient les
plus efficaces apres 72 h a 100 uM (Figures 36).

De ce faite, nous avons décidé de poursuivre le reste de notre travail avec les composés

4et9.
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Figure 36: Effet des composés spiro 4-9 sur la viabilité cellulaire des cellules K562 par comptage des

cellules colorées par Bleu de Trypan. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.

Les composés 4 et 9 ont été évalués pour leurs effets sur la prolifération et la viabilité
des cellules cancéreuses dans la leucémie myéloide chronique humaine K562 et les lignées
cellulaires de lymphomes histiocytaires U937 a 1’aide d’un test d’exclusion au bleu de trypan.

Plusieurs études ont révélé les nombreux effets anti prolifératifs et les propriétés anti-
tumorales d'une variété de coumarine et de spiro composés ; ils ont été signalés comme
inhibant la prolifération d'un certain nombre de lignées cellulaires malignes humaines in vitro
[183-185].

En effet, Ismail et al, ont montré que de nouveaux dérivés spiro : spiro[pyrazolo [4,3-d]
pyrimidinones and spiro[benzo[4,5]thieno[2,3-d]pyrimidine-2,30-indoline]-20,4(3H)-diones,
obtenus avec une nouvelle méthode de synthese, avaient un effet antiprolifératif envers les
lignées cancéreuses leucémiques K562 ainsi qu’envers d’autres lignées cancéreuses [186].
Une nouvelle série de 4-bromo spiro-isoxazolines possédant une variété de substituants

aromatiques et aliphatiques en position 3 a montré un effet anti proliferatif contre deux
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lignées cellulaires cancéreuses du sein et contre deux lignées cellulaires du cancer de la
prostate [187].

Lidan Zhang et al ont synthétis€é de nouveaux carbocyclicoxindoles polycycliques
spiro-fusionné, et les ont étudié pour leurs activités antiprolifératives in vitro contre neuf
lignées cellulaires cancéreuses humaines. Cinq composés (composé 10i, 101, 10n, 10p et 10r)
ont montré des activités anticancéreuses [188].

Majid Ghasemia et al ont montré que les cellules k562 subissaient un effet anti
prolifératif ainsi qu’un effet apoptotique en suppriment l'expression de la protéine caspase-3,
apres qu’il ait été traité avec des dérivées spiroquinazoline[189].

Compte tenu de ces résultats, il n'est pas surprenant que nos composés montrent un effet
de régulation négative sur la prolifération et de la viabilité des cellules cancéreuses K562 et
U937.

En effet, les cellules ont été traitées avec cinq concentrations différentes de chaque
composé allant de 10 uM a 100 uM.

Nous avons observé un effet cytostatique a 30 uM dans les deux lignées de cellules. Les
deux composés 4 et 9 ont montré une inhibition marquée de la prolifération des cellules K562
et U937 a partir de 50 uM (Figure 37).

Au total, le composé 4 (spiro [pseudocoumarine-cyclohexanone]) et 9 (spiro [6-
méthyllactone-cyclohexanone]) ont exercé une inhibition de la prolifération cellulaire
dépendant de la dose et du temps dans les deux lignées cellulaires étudiées.

Les résultats ont montré que les cellules U937 étaient plus sensibles au traitement que
les cellules K562.

D’un point de vue structurel, la substitution phényle-2,4-dione (chromane-2,4-dione)
(composé 4) est probablement étroitement liée a ces effets antiprolifératifs, comme déja
signalé pour d'autres spiro-modeles contenant un motif chromane [190].

On a également observé que la substitution des groupes diaryle 7,11par le tert-butyle-
phényle (composé 9) provoque une bonne activité antiprolifératifs envers les lignées
cellulaires étudiées.

La diminution de la prolifération s'est accompagnée d'une réduction relative de la
viabilité cellulaire (Figure 38); le composé 4 montre des Clso de: 74.02+4.1 uM et 51.6+4.2
uM apres 72 h de traitement contre les cellules K562 et U937, respectivement; alors que, le
composé 9 était cytotoxique avec des ICso de: 58.6+4.2 uM et 43.71.5 uM aprés 72 h de

traitement contre les cellules K562 et U937, respectivement.
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Les composés 4 et 9 ont affecté la viabilité de 1'U937 a 96,88 % et 100% apres 72 h de

traitement a 100 uM, respectivement. Alors que, pour le cas de la lignée cellulaire K562, la

viabilité a diminué de 71,29 % et de 90,03% apres 72 h de traitement, respectivement.
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Figure 37: Effet des composés spiro 4-9 sur la proliferation cellulaire des cellules K562 (A et B)
U937 (C et D) par comptage des cellules colorées par Bleu de Trypan. Le témoin (Co) correspond

aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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Figure 38: Effet des composés spiro 4-9 sur la viabilité des cellules K562 (A et B) et U937 (Cet
D) par comptage des cellules colorées par Bleu de Trypan. Le témoin (Co) correspond aux cellules

traitées uniquement au DMSO.

IV -3- Effets du composé 4 et 9 sur l'activité de NF-kB activé par le TNFa
dans les cellules K562:

Une stimulation anormale de la voie de signalisation NF-kB, comme elle est de coutume
dans les cellules néoplasiques, conduisant a une transcription élevée de genes anti-
apoptotiques, procure aux cellules une résistance accrue envers une induction de mort
cellulaire par apoptose ; nous I’avons vu dans 1’introduction bibliographique.

Les deux composés ont également été analysés pour leur effet envers l'activation de
NF-kB. Dans nos expériences, I’effet du composé 4 a eu un meilleur impact sur l'activation
de la voie NF-kB induite par le TNF-a que celui du composé 9.

Pour ce faire, nous nous sommes basés sur une modélisation d’un microenvironnement
tumoral, a savoir une activation d’une durée de 6 h des cellules K562 par TNFa (20 ng/mL) ;
un nombre important de tumeurs malignes se caractérise par une production constitutive de
TNFa par le microenvironnement tumoral.

Afin d’évaluer le potentiel des composés 4 et 9 a réprimer une telle activation de la voie
de signalisation NF-kB, nous avons prétraité les cellules au préalable pendant 2 h avec

différentes concentrations des composés 4 et 9 (de 10 a 100 uM).
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Brievement : les cellules K562 ont été transfectées avec un plasmide portant un gene
rapporteur luciférase, inductible et sous controle par NF-kB, et avec un plasmide Renilla
servant comme référence comme nous I’avons décrit dans la partie Matériel et Méthodes.

Les cellules K562 ont été choisies pour leur résistance a 1’electroporation.

24 h apres transfection, les cellules transfectées ont été prétraitées par les composé 4 et
9 pendant 2 h avant d’étre stimulées par TNFa (20 ng/mL) pendant 6 h.

Lors de cette expérience, nous avons pu confirmer que la présence de TNFa entraine
une forte activité promotrice de NF-kB (transcription accrue du gene luciférase) dans les
cellules K562. Nous pouvons observer qu’une pré-incubation en présence du composé 4 a 10
UM conduit déja a une réduction de 57,98 % de P’activité NF-kB induite par TNFa. Cette
régression de 1’activité NF-kB s’accentue en augmentant la concentration du composé 4 : a 30
uM, le composé 4 réduit de 73,47 % 1’activité NF-kB induite par TNFa. Cette derniére est
encore réduite de 79,12 %, de 89,24 % et de 91,52 % a des concentrations de 50 uM, de 70
uM et de 100 uM du composé 4 respectivement (Figure 39).

Une pré-incubation en présence de 10 uM du composé 9 réduit I’activité NF-kB induite
par TNFa de 19,72 %. En augmentant la concentration du composé 9 a 30 uM, a 50 uM, a
70uM et a 100 uM, la réduction de I’induction de NF-kB augmente respectivement a 21,77
% et 24,58 %, 35 ,58 %, et 49,92% (Figure 39).

Nous notons que, contrairement au compos€ 9, le composé 4 inhibe fortement
I’activation de NF-kB induite par le TNF-a d'une manié¢re dose-dépendante avec une 1Cso de

15,9 £4,0 uM dans les cellules K-562 (Figure 39).
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Figure 39: Effets des composés 4 et 9 sur l'activation de NF-kB par TNFa chez les cellules K562. Le
controle négatif (Co’) correspond aux cellules traitées avec le solvant. Le controle positif (Co*)
correspond aux cellules traitées avec le solvant et activées par TNFa. Le Goniothalamin (GNT) a

7 uM a été utilisé comme un contrdle inhibiteur positif.

Cette valeur est comprise entre les valeurs ICso précédemment rapportées par notre
laboratoire pour divers composés étudiés pour leur effet d’inhiber l'activation de NF-kB
induite par le TNF-o dans les cellules K562 et U937, utilisant les mémes conditions
expérimentales [191,192].

Cette activité du composé 4 n'est pas surprenante. En effet, on retrouve dans la
bibliographie quelques composés spiro qui présentent un potentiel d'inhibition de I’activité
NF-kB. Un dérivé spiro-isoxazolidine 10b~ par exemple, montre une inhibition de l'activité
de NF-KB dépendante de la dose et du temps. Il inhibe également la prolifération des cellules
PC-3 [193].

Un autre dérivé spirocyclique montrant un impact sur l'activation de NF-kB est le
composé 2t, un dérivé de la parthénine. Ce composé semble inhiber la phosphorylation et la
dégradation de IxBa et ainsi empécher une translocation de p65 dans le noyau [194]. Un
composé spirocetal provenant d’un extrait d’acétate d’éthyle de la plante Plagius flosculosus
(L.), été capable d’inhiber la phosphorylation et la dégradation du protéasome de IkB et ainsi
empécher la translocation nucléaire et la liaison ADN de NF-kB [195].

Il est aujourd’hui largement établi que le facteur de transcription NF-kB constitue un

facteur anti-apoptotique majeur [196,197]. Alors qu’a présent les composés 4 et 9 n’ont
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jamais été utilisés pour leurs effet envers la répression de 1’activité transcriptionnelle de
NF-kB, nous confirmons par nos résultats qu'une désactivation de la voie de signalisation

NF-kB essentiellement par le composé 4 existe au sein de cellules leucémiques humaines.

En se basant sur les précédentes études [186,199], on peut émettre I'hypothese que
l'inhibition de la voie NF-kB par le composé 4 peut étre responsable de 1’induction de la mort
cellulaire apoptotique des cellules K562, dans la mesure ou les concentrations nécessaires a
l'inhibition de NF-kB étaient plus faibles et /ou induisent une inhibition plus tot rapport aux
concentrations cytotoxiques.

L’inhibition de la voie de signalisation NF-kB par le composé 4 est un résultat
extrémement important : mis a part une expression constitutive de NF-kB fréquente dans de
nombreuses lignées cellulaires cancéreuses contribuant a une résistance envers des agents
thérapeutiques anticancéreux et une agressivité accrue [200-202], il est de nos jours largement
établi qu’une sécrétion de TNFa par le microenvironnement tumoral est une caractéristique
typique de nombreuses tumeurs malignes ; dans ce contexte, TNFa agit en tant que
modulateur de ’activation de processus inflammatoires et d’oncogenése [203,204].

Par une liaison a des récepteurs situés a la surface de cellules épithéliales et stromales,
TNFa peut, soit influencer directement la prolifération et la survie de cellules malignes, soit
induire indirectement une sécrétion de cytokines pro-inflammatoires générales comme TNFa
lui-méme, IL-1, IL-6 et IL-8 par les cellules stromales voisines, par les macrophages, par les
cellules dendritiques et par les fibroblastes [205]. Comme cela crée une situation propice a des
aberrations génétiques et a une survie et une prolifération accrues de cellules tumorales, une
répression par le composé 4 de la voie de signalisation NF-kB, TNFa-induite en I’occurrence,

constitue un excellent potentiel anticancéreux

IV -4- L’effet du composé 4 sur P’induction de l'apoptose caspase-
dépendante dans les cellules K562 et U937:

Parce que les protéines de la famille des caspases sont des médiateurs clés dans la voie
classique de l'apoptose, la détection de leur activité protéolytique fournit un test utile pour
I'analyse des événements biochimiques précoces associés a 1'apoptose in vivo et in vitro. Les
précédentes études ont déja démontré que la mesure de 1’activité de la caspase-3/7 a l'aide de
Z-DEVD-aminoluciférine dans un test bioluminescent est une approche extrémement sensible

et fiable pour mesurer 1'apoptose in vitro et aussi in vivo [206-209].
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Etant donné que nos précédents résultats ont montré que le composé 4 et 9 régulait la
prolifération et la viabilité des cellules K562 et U937 et que l'activité de NF-kB était régulé
essentiellement par le composé 4, nous avons décidé de chercher a comprendre le mécanisme
de la mort cellulaire avec le composé 4. L’activité caspase 3/7 a été¢ mesurée dans les lignées
cellulaires K562 et U937 apres avoir été traitées avec le composé 4 aux concentrations
suivantes : 10 uM, 30 uM, 50 uM, 70 uM et 100 uM pendant 24 heures.

L’activité des caspases 3/7 est multipliée de 1,28 a 4,25 fois apres traitement des
cellules U937 avec le composé 4 de 10 uM a 100 uM respectivement, cependant 1’activité des
caspases 3/7 est multipliée jusqu’a 3,58 fois apres traitement des cellules K562 avec le
composé 4 a 100 uM respectivement (Figure 40). Afin de déterminer l'implication des
mécanismes apoptotiques caspase-dépendant, les cellules ont été pré-traitées avec 50 uM
d'inhibiteur pan-caspase (Z-vad) [210] pendant 1 h. Dans ces conditions, l'induction de

I’activité caspase 3/7 médiée par le composé 4 a été completement abrogée.
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Figure 40: Induction de l'activité caspase 3/7 par le composé 4 dans les lignées cellulaires
leucémiques. Cellules K562 (A) et U937 (B) ont été pré-traitées ou non avec Z-vad a 50 uM pendant

1 h, suivie par 1’addition du composé 4 aux concentrations indiquées pendant 24 h.

Plusieurs études antérieures ont rapporté que les composés spiro sont induisent la mort
cellulaire de lignées cancéreuses humaines par apoptose en activant les protéines caspase. En

effet, des dérivés spiroisoxazoline oxindoles ont montré un effet anti-prolifératif envers les
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lignées cellulaires humaines de carcinome hépatocellulaire (HepG2). Il se trouve que ces
dérivés étaient capables d’induire la mort cellulaire par apoptose en activant la protéine
caspase 3 [211]. Une autre étude a montré que des dérivés spirocycliques : Spiro-bis
hétérocycles inhibent la prolifération des lignées cellulaires du cancer du sein (MCF-7 and

MDA-MB231) en induisant la mort cellulaire par apoptose caspase dépendante [212].

L'induction de l'apoptose s'est produite d'une maniere dépendante de la caspase, révélée
par l'utilisation de z-VAD qui empéche fortement toute activité pro-apoptogene par le
composé 4. Les résultats montrent que le composé 4 induit 1’activité caspase 3/7 d'une
maniere dépendante du temps et de la dose dans les deux lignées cellulaires avec un effet plus

prononcé dans les cellules U937 (Figure 41).

IV -5- Effet des dérivés coumariniques et chromones sur ’impédance en

fonction du temps sur les lignées cellulaires adhérentes :

Pour cette étude, une série de neuf analogues chromones et coumarines (ableau 5) ont
été évalués pour leur activité cytotoxique envers un panel de lignées cellulaires humaines et
murines a été testée. L'ensemble des lignées cellulaires comprend MCF-7 (adénocarcinome
mammaire humain), HCT-116 (carcinome du co6lon humain), HEK-293t (cellules
embryonnaires humaines 293), HepG2 (cancer du foie humain), B16 (mélanome murin 4A5),

Caco. -2 (adénocarcinome colorectal humain) et A549 (carcinome pulmonaire humain).

Détermination de la fréquence d'impédance optimale :

Pour déterminer la fréquence d'impédance optimale pour I'observation du comportement
cytotoxique, 1'écart-type relatif du spectre complet a été étudié pendant 24 heures, exposant
une culture de cellules HepG2 au composé pro-apoptotique Gossypol, comme indiqué dans
(Figure 41). Ici, on peut déterminer que le comportement cytotoxique, induit par le gossypol,

a une influence maximale sur | Z

a 20 kHz. Par conséquent, cette fréquence a été
sélectionnée pour effectuer une surveillance plus poussée du comportement induit par les

dérivés de chromone et de coumarine.
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Figure 41 : Ecart-type relatif de | Z | pendant 24 heures apres 1'ajout de
Gossypol a une culture de cellules HepG2.

Les composés 1-9 affectent la prolifération et la viabilité des cellules

cancéreuses:

Les cellules ont été traitées avec cinq concentrations différentes des composés 1-9: 10
uM, 35 uM, 50 uM, 70 uM et 100 uM pendant 24 heures, a l'exception de la lignée cellulaire
HCT-116 qui a été traitée pendant 48 heures. Le composé pro-apoptotique gossypol [213-215]
a servi de témoin positif (Figure 42-48). Dans cette étude, nous avons obtenu 63 figures
montrant 1'évolution de 1'impédance pendant 24 heures (pendant 48 heures concernant la

lignée cellulaire HCT-116) a différentes concentrations des composés étudiés (Figure 43-49).

Les composés 2, 8 et 9 ont montré le potentiel le plus intéressant pour inhiber la
prolifération des cellules MCF-7, HCT-116, HepG2 et B16 parmi le groupe de molécules
testées. Comme prévu, ces composés ont exercé une inhibition dose-dépendante de la
prolifération cellulaire sur les lignées cellulaires testées et | Z | diminue considérablement a

partir d'une concentration de 70 uM aprés 10-15 heures de traitement et dans les 6-8 heures
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apres le traitement a partir d'une concentration de 100 uM. (Figure 42-48). Les cellules MCF-
7 et HCT-116 étaient plus sensibles au traitement, alors qu'il n'y avait pratiquement aucun

effet sur les lignées cellulaires non cancérigenes A549 et CaCo2 (Figure 43-49). L'impédance

est directement corrélée avec la viabilité cellulaire.
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Figure 42: L’effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 a différentes concentrations sur
I’impédance en fonction du temps sur les cellules HTC-116. . Le témoin (Co) correspond aux cellules
traitées uniquement au DMSO.

107



Résultats et discussion

IV -5- 2- HepG2:

Composé 1

1.2
—_— 100 M
70 uM
_— 50uM
_— 35uM
a''l — S ———~—
~ DMSO
=
-
S 1.0+ |
=
N
T 0.9
=
g
£
=
“ 0.8
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 2
1.2
—_— 100 pM
— 70 M
— 50 uM
— 35uM
—~ 1.1 10 uM
=== Gossypo
g DMSOypl
N
: —
= _
S
=
N
=
o
%)
=
=]
)
=l
z
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 3
1.3
—_— 100 pM
- 70uM
_— 50uM
_ 1.2 o
b o —
CERE —_— ~—
=1 =—————_
s ——
<
< 1.0
=
o
-
= 0.9
g
£
<
z.
0.8
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps (h)

108



Normalized | Z |at 20 kHz (d)

Normalized | Z | at 20 kHz @)

Normalized | Z |at 20 kHz (d)

-

-

o

o

Résultats et discussion

Composé 4

100 pM
70 M
50 uM
35 M
10 uM
Gossypol e~
DMSO —

Temps (h)

109

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 5
—_— 100 uM
— 70 uM
—_— 50 uM
—_— 35uM
17 — (‘300::;‘;;01
DMSO /_/w
.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 6
.2
— 100 M
—_— 70 uM
—_— 50 uM
— 35 M
T | —
DMSO ———e TN
~— | | T
.07
9
g -
7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50



Résultats et discussion

Composé 7

1.2
—_— 100 uM
— Joum
—_— 50 uM
—_— 35uM .
R | —
E DMSO ///—\'\’
= 'A
>
Ll
=
N
-
2
=
=
g
H
z
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 8
1.2
—_— 100 uM
— 70 pM
—_— 50 uM
—_— 35uM
~ 1.1 — 10 pM
e
: _
=4 ~
S 1.0 I
; Z
N
S 0.9
=
g
£
<
“ 0.8
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Temps (h)
Composé 9
1.2
—_— 100 pM
— 70 uM
— 50 uM
—_— 35 uM
—~1.14 — |‘0,JM
a buso
=
=~
S 1.0
=
N
T 0.9
=
=
g
)
=
Z 0.8
0.7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Temps (h)

Figure 43: L effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 a différentes concentrations sur
I’impédance en fonction du temps sur les cellules HepG2. . Le témoin (Co) correspond aux cellules

traitées uniquement au DMSO.
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Figure 44: L’effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 a différentes concentrations sur I’'impédance
en fonction du temps sur les cellules Hek293t. . Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement

au DMSO.
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Figure 45: L effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 a différentes concentrations sur
I’impédance en fonction du temps sur les cellules B16. . Le témoin (Co) correspond aux cellules

traitées uniquement au DMSO.

116



Résultats et discussion

IV -5- 5- MCF-7 :

Compound 1

1.3
— 100 uyM
= 70 uyM
— 50uM
— 35uM
1.2 10 pM
~ —— Gossypol
g DMSO
N
= J
=11
=
(o]
= \
< 107 — - - 7
=
°
o)
= 0.9
£
S
e
z
0.8
0.7 T T T T T T T T T
[} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
Compound 2
1.3
— 100 M
— 70 M
— 50uM
1.2 = 35uMm

10 pM
~—— Gossypol
DMSO

Normalized | Z |at 20 kHz (@)
o
/X

0.8
0.7 T T T T T T T T T
[} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
Compound 3
1.3
— 100 pM
— 70uM
— s0uM
1.2 — 35uM
~ 10 uM
! —— | Gossypol
DMSO
~
= 4
=11 - —
2 ——
S %
N 1. -
=
W
-
= 0.9
=]
=
=]
z
0.8
0.7 T T T T T T T T T
[} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50

Time (h)

117



Normalized | Z | at 20 kHz (@)

Normalized | Z | at 20 kHz (d)

Normalized |Z | at 20 kHz (@)

-

Coumpond 4

Résultats et discussion

118

3
—— 100 uM
—— 70 uM
—— 50uM
27 —— 35uM
10 pM
—— Gossypol
DMSO
14
0_?/&\\7 =
9
8 -
7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
Compound 5
.3
— 100 M
— 70uM
— 50 uM
24 — 35uM
10 pM
—— Gossypol
DMSO
14
—
——
9
8 -
7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
3 Compound 6
— 100 uM
— 70uM
— 50uM
24 = 35um
10 pM
—— Gossypol
DMSO
.9
8
7 T T T T T T T T T
0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)



Résultats et discussion

Compound 7

1.3
— 100uMm
— 70uMm
— s50um
i — 35uM
12 P
g =—| Gossypo|
DMSO
~
= m
T 14
>
(o]
-
« -ﬂ\
< 10 - -
=
o
=
= 0.9
g
=
<
z
0.8
0.7 T T T T T T T T T
) 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
Compound 8
1.3
— 100 M
— 70 uM
— 50 uM
— 35uM
1.2 10 uM
—~ —— Gossypol
g DMSO
~
= i
T 1
>
o
-
< /\
< 107 :
=
o
=
= 0.9
g
=
=l
z
0.8
0.7 T T T T T T T T T
L] 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)
Compound 9
1.3
— 100 uM
— 70 UM
— 50uM
— 35uM
— 10 uM
g == Gossypol
DMSO
~N
= B
14
i
o
-
= =
~N B —
o
o
=
= 0.9
£
=
=l
4
0.7 T T T T T T T T T
[} 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50
Time (h)

Figure 46: L effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 a différentes concentrations sur

I’impédance en fonction du temps sur les cellules MCF-7. . Le témoin (Co) correspond aux cellules

traitées uniquement au DMSO.
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Figure 47: L’effet des dérivés coumariniques et chromones a différentes concentrations sur
I’impédance en fonction du temps sur les cellules Caco 2. . Le témoin (Co) correspond aux cellules

traitées uniquement au DMSO.
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Figure 48: L’effet des dérivés coumariniques et chromones a différentes concentrations sur 1’impédance
en fonction du temps sur les cellules A549. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement

au DMSO.
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La viabilité cellulaire (%) est calculée a partir des données d'impédance en utilisant

I'équation suivante. (2) [216-218].

Viabilité cellulaire (%) = x 100 ()

C

Ou ZC et ZT représentent la valeur moyenne de limpédance pour le témoin et
I'échantillon traité a 24 heures, respectivement. Les composés inhibaient la viabilité des
cellules MCF-7, HCT-116, HEK-293t, HepG2, B16 en fonction de la dose et du temps
(Figure 50-56, les Clso sont présentées dans le tableau 6).

Tableau 06: Valeurs d’ICso de 1'inhibition des lignées cellulaires cancéreuses par les composés 1-9

ICso (uM)
Composés HTC116 HEK293t MCEF-7 HepG2
(48h) (24h) (24h) (24h)
Composé 1 68.53 £1.29 48.21 +2.28 Ackek Aeskek
Composé 2 4795 £2.37 37.4+2.12 62.29+3.24 88.66 +3.97
Composé 8 36.55+4.19 49.06 £3.17 47.22+£2.39 79.55 +2.05
Composé 9 53.59+2.11 ot 27.52£2.13 77.14 £2.33
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La diminution de la prolifération s'accompagne d'une réduction de la viabilité (Figure
49-55). Les dérivés chromone-coumarine ont inhibé la viabilité des cellules MCF-7, HCT-
116, HEK-293t, HepG2, B16 d’une maniére dépendante de la dose et du temps. Les ICso sont
indiquées dans le tableau 2. Les composés 5, 2, 8 et 9 ont diminué la viabilité des cellules B16
d'environ de 61,77 %, 50 %, 55,89% et 64,71% respectivement. La viabilité des cellules
HepG2 a diminué de 48,39%, 70,97%, 90,33% and 93,55% respectivement a 100 uM apres
24h de traitement. Les composés 1, 5, 2, 4, 8 et 9 ont diminué la viabilité des cellules MCF-7
d'environ 76, 67%, 56, 67%, 66, 67%, 66, 67% and 76, 67% respectivement. Les composés 1,
2, 8 et 9 ont diminué la viabilité des cellules HEK-293t d'environ 90, 91%, 81, 82%, 100%
and 100% respectivement. Les composés 1, 2, 4, 7, 8 et 9 ont diminué la viabilité des cellules
HCT-116 d'environ 100%, 89,66%, 79,32%, 44,83%, 100% and 100% respectivement a 100
uM apres 48h de traitement.

Les résultats obtenus avec la nouvelle série d'’hybrides chromone-coumarine pour
l'activité cytotoxique contre un panel de lignées cellulaires tumorales (MCF-7, A549, HepG?2,
HTC-116, B16 4A5) et des cellules non tumorales (Caco-2 et HEK- 293t) indiquent que ces
composés possedent des propriétés cytotoxiques puissantes dans un contexte spécifique du
cancer.

Ces résultats sont en accord avec des études antérieures réalisées avec plusieurs dérivés
de la chromone et de la coumarine.

Dans la quéte d'élaborer de nouveaux composé€s mimant les activités de certaines
molécules naturelles, O.Talhi et al décrivent les activités anticancéreuses et anti-
inflammatoires d'un nouveau composé synthétique de type bis-4-hydroxycoumarine, qui a été
élaboré par des voies de synthese optimisées.

En effet, ils démontrent que le nouveau composé inhibe la prolifération de lignées
cellulaires leucémiques : K-562 et JUKAT. Il s’avere que ce composé bloque l'activation de
la voie pro-inflammatoire NF-kB [219].

De nouveaux composés et des composés structurellement similaires combinant un
noyau imidazo [1,2-a] pyridine avec une unité chromene ont montré une cytotoxicité
intéressante contre les lignées cancéreuses HCT116 [220].

Chen-Chen Ma et Zhao-Peng Liu, ont montré que des dérivés coumariniques étaient
capables d’inhiber la prolifération de lignées cancéreuses humaines : K562, Hela, A549 et

MCF-7 [221].
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On retrouve aussi dans les travaux de W.Huang et al que des dérivés chromone
exercent un effet anti-tumoral envers des lignées cancéreuses humaines : HCCLM-7, Hep-
2, MDA-MB-435S et SW-480 [222].

Néanmoins, a notre connaissance, ces composés n'ont jamais été étudiés pour l'activité

cytotoxique ; d'ou I'intérét de notre étude.

Parmi le groupe de molécules testées, les composés 1, 2, 8 et 9 présentaient une
inhibition de croissance accrue pour la plupart des lignées cellulaires étudiées (Figure 43-49).

Nous avons noté que la plupart de ces composés sont des hybrides de biscoumarine;
nous supposons que la structure biscoumarin est une fonction cruciale et qu'il semble €tre en
partie responsable de 1'activité anticancéreuse [219-223].

Ces composés ont montré un effet de sélectivité contre les lignées cellulaires
cancéreuses étudiées.

En effet, les cellules Caco-2 et A549 n'ont pas été affectées par le traitement. Des
rapports récents révelent l'activité cytotoxique sélective de certains dérivés coumariniques
envers des cellules cancéreuses, tels que la 7,8-dihydroxy-4-méthylcoumarine, la 7,8-
diacétoxy-4-méthylcoumarine [224] et la 7-hydroxycoumarine [225] présentant des effets

antiprolifératifs envers des cellules cancéreuses pulmonaires, mais pas envers les PBMCs.
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IV -6- Effet Effet des dérivés coumariniques et chromones sur la viabilité

des lignées cellulaire adhérentes :

IV -6- 1-HCT116 :
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Figure 49: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules HCT116.

Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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Figure 50: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules HEK293t.

Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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Figure 51: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules B16. Le

témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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Figure 52: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules HepG2. Le

témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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IV -6- 5-MCF-7 :
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Figure 53: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules MCF-7. Le

témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.

IV -6- 5-A549 :

10 uM
35 uM
50 uM
70 uM
100 uM

Control

% of viability

Figure 54: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules

AS549. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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IV -6- 6-CaCo-2 :
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Figure 55: Effet des dérivés coumariniques et chromones 1-9 sur la viabilité des cellules

CaCo2. Le témoin (Co) correspond aux cellules traitées uniquement au DMSO.
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IV -7- Analyse de I’apoptose :

Comme la réduction de la viabilité pourrait correspondre a l'induction de la mort
cellulaire apoptotique, le composé 8 a été sélectionné sur la base de son profil antiprolifératif
et cytotoxique pour confirmer son induction apoptotique par d'autres techniques bien établies
comme la cytométrie de flux et le western blot.

Nous avons ensuite déterminé si elle induisait 1'apoptose dans les cellules HCT-116 en
évaluant l'incorporation d'Annexin V (cellules apoptotiques précoces) et d'iodure de
propidium (cellules apoptotiques tardives) en utilisant a la fois la cytométrie en flux (Figure
56.A et B) et la microscopie a fluorescence (Figures C et D) [226]. Comme le montre la figure
4A, le traitement des cellules HCT-116 avec le composé 8 a induit 1'apoptose d'une maniere
dépendante du temps et de la dose. En effet, le composé 8 induit une apoptose précoce et
tardive a partir de 15,64 % dans les cellules non traitées jusqu’a 44% apres 48 heures a la dose
de 100 uM (Figures 56.A et B). Nous avons également trouvé que le composé 8 induit
I'apoptose de maniere dépendante de la dose. De plus, nous avons confirmé la mort cellulaire
par apoptose par marquage fluorescent (Figures 56 C et D).

Nous avons confirmé en outre l'induction de I'apoptose dans les cellules HCT-116 par le
composé 8 en évaluant le clivage de la caspase-3 et de la PARP par western blot. La caspase-
3, est une protéase a cystéine de la famille des caspases qui jouent un rdle central dans
l'exécution du programme apoptotique [227,228]. Elle est principalement responsable du
clivage de la PARP au cours de la mort cellulaire [229,230]. Le traitement des cellules HCT-
116 avec le composé 8 (0, 50 et 100 uM) pendant 8, 16, 24 et 48 heures a entrainé une
augmentation dose-dépendante du clivage de la caspase-3 et de la PARP par rapport aux
cellules non traitées correspondantes (Figure 56.E). Les clivages de PARP et de caspase-3 se
produisent principalement a 100 uM apres 24 heures de traitement. La figure 56.E montre que
le clivage de la caspase-3 se produit dans une moindre mesure que le clivage PARP.
L'activation de la caspase-3 et le clivage PARP subséquent a 100 uM de concentration du
composé 8 apres 24 heures de traitement suggerent une mort cellulaire apoptotique dans la
lignée cellulaire HCT-116, ce qui est cohérent avec la détection cytométrique en flux
correspondante.

L'apoptose est caractérisée par des changements biochimiques et morphologiques dans
les cellules, tels que le rétrécissement cellulaire et le marquage de la membrane cellulaire

[231,232]. L’utilisation de la coloration de l'annexine V a la fois pour la microscopie a
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fluorescence et pour la cytométrie en flux est une méthode largement utilisée pour détecter

I'apoptose [233-235].

Nous avons trouvé que le composé 8 induit une apoptose précoce et tardive de maniere
dépendante de la dose et du temps dans la lignée cellulaire HCT-116 (Figures 56.A et B).
L'induction de 1'apoptose par le composé 8 a également été évaluée par clivage de caspase-3
et de PARP dans des cellules HCT-116. La mort cellulaire apoptotique médiée par la caspase
est réalisée par le clivage de plusieurs protéines clés nécessaires au fonctionnement cellulaire
et a la survie [236]. La PARP est 1'un des plusieurs substrats cellulaires connus des caspases.
Le clivage de PARP-1 par les caspases est considéré comme une caractéristique de 1'apoptose
[237].

Nous avons observé que le composé 8 était capable d'induire les caspases 3 et le clivage
de PARP a 100 uM apres 24 heures de traitement, comme montré par Western blot (Figure
4E). Ces données encouragent une étude plus poussée pour clarifier 1'effet du composé 8 sur
les cellules saines puisque la lignée Caco-2 est le modele cellulaire le plus commun et le plus
largement utilisé pour l'évaluation de 'absorption des médicaments par les entérocytes de la
membrane intestinale [238-240]. D'autres expériences avec les composés utilisés dans cette
étude et avec d'autres dérivés chromone et coumarine aideront a élucider leurs mécanismes
d'action anticancéreux. En effet, les dérivés de la coumarine ciblent un certain nombre de
voies dans le cancer telles que l'inhibition de la kinase [241] et l'arrét du cycle cellulaire
[242]. Les dérivés de la coumarine et de la chromone affecteraient différentes phases du cycle
cellulaire telles que les phases GO, G1, S et M qui meneraient finalement a I'apoptose [243].
Ils se sont révélés comme inducteur d'apoptose par la voie intrinseque dépendant de la caspase
et l'altération du niveau cellulaire des protéines de la famille Bcl-2 [244]. En outre, de
nombreux dérivés de la coumarine et de la chromone induisent 'apoptose en ciblant les
protéines de la famille Bcl-2 (Bax / Bcl-2), qui jouent un role essentiel dans la détermination

de I'apoptose [245].
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Figure 56. A : Détection des cellules apoptotiques en fonction du temps par la technique de
coloration a l'annexine V-FITC/ iodure de propidium (PI), par FACS. Le quadrant inférieur
droit de la parcelle indique des cellules apoptotiques précoces qui sont uniquement positives
pour l'annexine V. B : Détection des cellules apoptotiquesen fonction de la concentration du
composé 8, par la technique de coloration a I'annexine V-FITC/ iodure de propidium (PI), par
FACS Une des trois expériences indépendantes avec des résultats similaires est montrée.
C: Le contrdle correspond aux cellules traitées uniquement avec le solvant durant 8h.
D: Induction de D’apoptose aprés 8h de traitement avec 100 puM du composé 8.
E: Analyse du clivage du substrat principal de la caspase-3 PARP- par Western blot apres, 8,
16, 24 et 48 h de traitement.
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IV -8- Analyse de corrélation entre les résultats obtenus par cytotoxicité et

ceux obtenus avec FACS et western blot:

L'impédance cellulaire des cellules HCT-116 a commencé a diminuer dans les 6-8
heures de traitement avec le composé 8 a 100 uM, et a considérablement diminué aprés 24
heures de traitement, indiquant une apoptose ou une nécrose. Ces observations ont €té
vérifiées indépendamment par imagerie fluorescente (Figure 56C et D). Des images en champ
clair et fluorescentes sont montrées (Figure 56C et D) apres 8 heures de culture continue avec
100 uM avec le composé 8. Apres 8 heures de traitement, aucun changement morphologique
significatif n'a été observé par cytométrie de flux (Figure 56A et B). Cependant, apres 24
heures d'exposition au composé 8 a 100 uM, les cellules HCT-116 présentaient des
changements morphologiques significatifs, et le nombre de cellules colorées par PI / annexine
V-FITC augmentait nettement, ce qui indiquait une induction apoptotique. Nous avons
également noté l'activation du clivage de la caspase-3 et de la PARP a une concentration de
100 uM du composé 8 apres 24 heures de traitement, suggérant une mort cellulaire
apoptotique dans les cellules HCT-116. Les résultats de cytotoxicité sont en accord avec ceux
obtenus par cytométrie en flux et western blot. Cependant, nous avons noté que I'analyse en
temps réel a détecté les changements induits par le composé 8 a la membrane cellulaire aux
stades précoces du processus cytotoxique. Par conséquent, la surveillance continue de
I'impédance fournit une meilleure résolution temporelle pour les profils de toxicité car la
mesure du point final standard peut négliger les événements temporels intermédiaires

[247,248].
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Conclusion et perspectives

Le cancer est la maladie la plus redoutée et est souvent percue comme « la pire des
maladies » a cause du nombre de victimes qu'elle provoque chaque année de part le monde; il
est la premiere cause de déces avant I'age de 65 ans. Pres de 8 millions de personnes meurent
chaque année du cancer dans le Monde. La mortalit¢é mondiale par le cancer est supérieure a
celle du SIDA, de Ilatuberculose et du paludisme réunis; elle devance les maladies
cardiovasculaires et les accidents.

Méme si les possibilités de guérir d'un cancer atteignent aujourd'hui plus de 50%, avec
pour certains cancer des guérisons presque totales, et malgré les progres incessants faits tant
en matiere de traitement que de détection et de prévention, cette maladie véhicule encore
beaucoup de peur et reste crainte par la majorité des malades.

Les traitements demeurent trés couteux et tres lourds et s'accompagnent par des effets
secondaires difficilement supportables par le patient.

Face a ce fléau, les chercheurs travaillent a la mise au point de nouvelles molécules,
toujours plus ciblées et moins toxiques. Aussi la recherche de nouveaux médicaments, en
particulier d'origine naturelle s'avere d'actualité.

C'est ainsi que des 2008, dans le cadre de la préparation d'une these de magistere, nous
avons entrepris une étude sur «I’effet de la chitine et de ses dérivés sur les lignées cancéreuses
humaines Hep2 et RD».

Pour notre these de doctorat, nous avons voulu poursuivre les travaux entamés en
étudiant de nouveaux dérivés de la chitine et sur d’autres lignées cancéreuses.

Les résultats obtenus nous ont poussés a élargir notre spectre de prospection parmi les
familles de molécules obtenus par synthese a partir de molécules connues pour leurs effets
thérapeutiques en général et anticancéreux en particulier.

Ainsi, nous nous sommes intéressés dans la présente étude a d’autres groupes de
molécules, connus pour leurs effets anticancéreux, a savoir: Les spirocycliques, les lactones,
les chromones et les coumarines.

La premiere partie de notre travail, révele que sur un ensemble de six composés
spiro(Lactone-Cyclohexanone) testés, le composé 4 (spiro [pseudocoumarin-cyclohexanone])
et le composé 9 (spiro [6-methyllactone-cyclohexanone]) montrent un effet significatif sur la
régulation de la prolifération et la viabilité des lignées cellulaires cancéreuses K562 et U937.
En outre, nous notons que le composé 4 et composé 9 inhibe l'activation du NF-kappa B
induite par le TNF-o d'une maniére dose-dépendante. L’induction de 1'apoptose a eu lieu d'une

maniere dépendante de la caspase telle que révélée par le dosage caspase 3/7.
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Il serait intéressant, a I'avenir, de poursuivre les tests de cytotoxicité sur des lignées de
cellules saines (PBMCs) et de faire une étude in vivo de ces molécules.

Dans la deuxieme partie de notre travail, nous avons pu démontrer que parmi les neufs
composés hybrides chromone et coumarine testés, les composés 1, 2, 8 et 9 ont montré
I’effet antiprolifératif le plus intéressant.

En effet, ils ont significativement diminué la prolifération et la viabilité des cellules
cancéreuses dans différentes lignées cellulaires. Le composé 8 a montré l'activité la plus
puissante et il a rapidement produit un effet anti-proliferatif envers les différentes lignées
cellulaires.

Par la suite, nous avons démontré que le composé 8 induisait la mort cellulaire par
apoptose aux cellules HCT-116, d'une maniere dépendante de la dose et du temps, comme on
peut le constater avec les résultats de la cytométrie de flux et du Western blot.

Nos résultats confirment aussi, que la technique de mesure de I'impédance électrique est
une méthode rapide et quantitative pour dépister les agents anticancéreux.

L'un des criteres importants pour un médicament thérapeutique contre le cancer est son
activité cytotoxique et apoptotique élevée a de faibles concentrations. De ce fait nous
envisageons d’augmenter encore plus l'efficacité de ces composés en collaborant avec nos
collegues chimistes dans de futures études.

La sélectivité d’action de ces composés vis-a-vis aux cellules cancéreuses étudiées, et
en particulier leurs inefficacité envers les cellules Caco-2 qui sont considérées comme le
modele cellulaire le plus commun et le plus largement caractérisé pour 1'évaluation de
'absorption des médicaments par les entérocytes de la membrane intestinale, encourage une
étude plus approfondie pour clarifier l'effet de ces composés sur les cellules saines.

Les tests in vivo de ces composés ont certainement beaucoup d’intérét. Ce sont des
dimensions que nous avons l'intention d'explorer a l'avenir.
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