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Introdiction Genérale

INTRODUCTION

Bien qu'il ne soit ni contagieux ni infectieux, le cancer représente la deuxieme cause de déces
dans le monde (Hanahan, 2011), il résulte d'une dérégulation des systemes de contrdle de la
croissance cellulaire, ce qui entraine la prolifération anarchique de plusieurs cellules. Ce processus

forme au sein d’un tissu, une masse cellulaire anormale appelée « Tumeur » (Beghoul, 2008).

Le cancer du pancréas, ou adénocarcinome pancréatique, est un cancer de la glande
pancréatique (située derriére ’estomac et qui sécréte les enzymes digestives), relativement rare

mais son incidence semble en augmentation récente (Debono et al.,2015).

Il est admis que de nombreuses avancées sont a signaler dans le diagnostic et le traitement du
cancer pancréatique ; cependant, de nombreux problémes d’ordre cliniques et scientifiques
demeurent sans solutions : liés a la prévention, au diagnostic, a la progression, a la recrudescence de
la tumeur, aux traitements et enfin a la résistance aux thérapies (Jingjingl et al., 2020). Cependant
I’issue n’est toujours pas garantie, il est donc nécessaire d’identifier de nouveaux candidats
composés naturels pour faciliter la découverte de médicaments contre le cancer du pancréas (Das et
al.,2015).

A cet effet, il a été prouvé que la phytothérapie pourrait étre une source importante et précieuse
avec un pouvoir puissant (Das et al.,2015) c’est pour cela les chercheurs se sont basés sur le monde
naturel particuliérement sur un groupe nommé les alcaloides qui font 1’objet de cet étude en raison

de leurs activités biologiques et de leur diversité structurale. (Guilbaud et al.,2001).

Des études ont été lancées sur ces substances et année apres année, leurs activités biologiques ont
commencées a émerger et a €tre reconnue dans le domaine médical, faisant d’elles I'un des

composants majeurs de plusieurs médicaments anticancéreux (Liu et al.,2017).

Parmi les centaines de metabolites secondaires naturels, les alcaloides incarnent le plus grand
groupe de composes azotés organiques de faible poids moléculaire isolés de sources terrestres et
marines ayant la capacité d’interagir avec un large spectre de molécules(Jingjingl et al., 2020).Sur
des milliers d’alcaloides différents, environ 17 000 molécules ont affiché des activités biologiques
et pharmacologiques prononcées. Par conséquent, les alcaloides ont sans aucun doute révolutionné

la medecine (Bonfili et al., 2008; Cragg et Newman, 2009).

O
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Introdiction Genérale

L’objectif de ce présent travail est de contribuer a la présentation bibliographique de 1’effet
anticancéreux des alcaloides iso quinoléiques contre des lignées cellulaires cancéreuses du pancréas

humain.

Pour répondre a cet objectif, notre démarche est organisée en trois chapitres, i) dans le premier
chapitre nous présentons un apercu genéral sur le cancer du pancréas, ainsi que les facteurs
favorisant son apparition, les acteurs cellulaire et les différents traitements existant. ii) Le deuxieme
chapitre est dédié a I’étude des métabolites secondaires plus précisement les alcaloides iso
quinoléiques. iii) On terminera ce travail par un troisieme chapitre, concu a 1’étude de I’effet
anticancéreux des alcaloides iso quinoléique a travers des tests et techniques réalisés par des auteurs
avec un ordre chronologique (méthodologie, résultats et discussion) qui indiqueront I’efficacité ou
I’inefficacité des molécules étudiés (BBR ,Sanguinarine) vis-a-vis des lignées cellulaires PANC-1 ,

MIA-PaCa2, AsPC-1 et BXPC3 du cancer pancréatique.



Chapitre 1

Cancer du Pancréas




Chapitre 7 Cancer du Pancréas

Le cancer pourrait étre decrit comme une modification du patrimoine génétique au niveau
d’une cellule qui va aboutir au développement et a la prolifération incontrdlée d’une tumeur.
Toutefois il est impossible de le réduire a cela, puisqu’il requiert un ensemble de déréglement

moléculaire et cellulaire qui prend sens au niveau de I’individu (Blanchard, 2003).

Les génes et en particulier les mutations génétiques jouent un réle important dans le cancer
et, a juste titre, on peut appeler le cancer « maladie génétique », on souligne d’ailleurs que les
mutations sont nécessaires mais insuffisantes pour le cancer, mais peuvent étre des effets aussi bien
que des causes (Plutynski, 2018). Les agents de 1’environnement externe contribuent également au
développement de cancers, car ils peuvent provoquer des mutations ou perturber les mécanismes
cellulaires. Pour cette raison, on peut appeler de nombreux cancers des « maladies

environnementales » (Plutynski, 2018).

Certaines tumeurs peuvent laisser échapper des cellules tumorales qui vont envahir d’autres
organes, formant des métastases. Celles-ci sont la principale cause des déces par cancer (Nobili et
al. ,2009 ; Pietras et Ostman, 2010).

La cancérogenese est un processus conduisant a la formation d’une tumeur, qui se déroule
en trois phases : I’initiation, la promotion et la progression. Au cours de la premiere étape une
cellule normale se transforme en une cellule cancéreuse nommée cellule initiée, ces cellules
subissent une promotion tumorale en cellules pré-néoplasiques, qui évoluent en cellules
néoplasiques. Ainsi ’apparition de tumeurs dotées de pouvoir invasif se fait durant 1’étape de

progression (Rozenblum et al ,1997).

l. Les acteurs cellulaires et le cancer

I.1. Cycle cellulaire

Le cycle cellulaire est une série de modifications qui se produisent dans une cellule entre sa
formation par division a partir d’une cellule meére et le moment ou elle finit de se diviser en deux
cellules filles (Meijer et al. ,2006). Ce processus extrémement complexe en plusieurs phases est
régulé par un grand nombre de protéines intervenant transitoirement et dans un ordre défini d’ou on

rencontre différentes phases du cycle (Figurel) :

= Interphase :
C’est une phase de croissance dans laquelle la cellule duplique et grossit son matériel

génétique. C’est I’étape la plus longue du cycle cellulaire et se compose de trois phases :

O



Chapitre 7 Cancer du Pancréas

v' Gl : phase de croissance cellulaire et synthése de protéine et d’ARN. La cellule se prépare

pour rentrer en phase S.
v S : phase de synthése de I’ADN ou la cellule duplique a I’identique son matériel génétique.

v' G2: C’est la seconde phase de croissance, la cellule poursuit la synthése de protéine et
d’ARN et vérifie que son ADN a était correctement répliqué. elle se termine lorsque la
chromatine commence a se condenser, a ce moment-Ia, la cellule se prépare pour rentrer en

Mitose.

= Mitose :
C’est un processus de division des cellules somatiques qui se fait selon les étapes suivantes :

Prophase, Métaphase, Anaphase, Télophase, et enfin la Cytocinese.

Signaux
de prolifération
division cellulaire

Protéine Rb
Point de restriction
Point de contrdle

Préparationde la
duplication du génome

Figure 1 : Les phases principales du cycle cellulaire (Segala, 2012).

1.2. La régulation du cycle cellulaire

Le cycle cellulaire posséde des contrdles qui permettent ou non sa poursuite. Des protéines
interviennent dans ces processus et parmi eux on trouve des protéines effectrices comme les
cyclines et les Kinase Cycline Dépendent (CDK). L’activité kinase nécessite la fixation d’une sous-
unité activatrice nommeée « Cycline » formée et dégradée au cours du cycle cellulaire (Evans et al.
1983). Ces complexes CDK/cycline vont jouer un réle essentiel dans le déclenchement, le contrble
et la succession harmonieuse des différentes phases du cycle (Schwartz et Shah, 2005).
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L’activit¢ des CDK va étre inhibée lorsque celles-ci seront associées a des inhibiteurs
protéiques, les CDKI (Cyclin-dependent kinase inhibitors), deux familles de CDKI ont été
identifiées (Schwartz et Shah, 2005 ).

v La famille INK4 (Inhibitor of cyclin-dependent kinase 4), composée des protéines p15,
pl6, p18 et p19, qui inactive les CDK en empéchant leur liaison aux cyclines au cours
de la phase G1.

v' la famille CIP/KIP (Cdk inhibiting protein), regroupant les protéines p21 et p27.

L’activité des CKI est dépendante de signaux intra et extracellulaires comme, par exemple,

I’expression de p21 qui est sous le contrdle du suppresseur de tumeur p53.

Gréace a la précision de la régulation du cycle, le taux d'accidents est trés faible. Cependant

des proliférations incontrdlées s’observent.
1.3. Les altérations Genétiques

Il a été montré que I’existence de certaines mutations au sein de génes bien identifiés confére
une importante majoration du risque de cancer pancréatique(CP). Souvent, cette mutation a forte
pénétrance prédispose a la survenue de plusieurs autres types de cancers, entrainant ainsi
I’activation d’oncogeénes ou la perte de fonction de genes suppresseurs de tumeurs (Jones S et al.
,2009).

v Les oncogénes

Sont présents dans toutes les cellules normales sous forme de proto-oncogenes. Ils ont un réle
d’activateur du cycle cellulaire, de développement et de différenciation. Ils codent pour des
protéines effectrices du cycle cellulaire transmettant un signal au noyau de la cellule pour entrer en
mitose suite & de modifications génétiques. Les proto-oncogenes s’activent en oncogénes qui auront
la propriété de transformer une cellule saine en cellule cancéreuse, a prolifération excessive ce qui

favorise le développement de la dite « tumeur » (Delpu et al. ,2011).

v" Un géne suppresseur de tumeur

Ces génes dominants portés sur les deux alléles d’un chromosome, sont capables de bloquer le
cycle cellulaire et ainsi d’inhiber la prolifération. Une altération dominante donne naissance a une

protéine inactive laissant place a une prolifération incontrolée et donc I’installation d’une tumeur

O
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(Delpu et al. ,2011). Différents génes suppresseurs de tumeurs sont atteints par cette perte de

fonction lors du développement d’un CP, les principaux d’entre eux sont p53, p16, sst2 et SMADA4.

Le géne p53 : La proteine p53 joue un rdle central dans la réponse cellulaire & un stress cytotoxique
en régulant le point de controle G1/S du cycle cellulaire, en participant au maintien de I’arrét du
cycle cellulaire en phase G2/M. La perte de fonction de p53 durant la carcinogenése conduit donc a
une croissance inappropriée des cellules, une augmentation de la survie cellulaire et une instabilité
génetique.(Pomerantz et al. ,1998). Lorsque p53 se lic a I’ADN, la production de la protéine p21

est stimulée. Cette protéine régule négativement la formation du complexe CDK-Cycline. (Rao et
al. ,2017).

Le gene pl6: (9p21) se géne code pour une protéine inhibitrice de CDK telles que CDK4 ou
CDKa®. Cette inhibition entraine un blocage de la formation des complexes CDK/cyclines et donc
un arrét en phase G1. P16 est donc un acteur du cycle cellulaire. L’absence de la protéine p16 induit
une progression incontrélée dans le cycle cellulaire et donc une prolifération accrue (Luo J et al.
,2007).

Il.  Mort Cellulaire Programmée

L’Apoptose, une mort cellulaire «programmée», donc génétiquement contrdlée, et un
processus physiologique indispensable au développement des organismes pluricellulaires (Conradt,
2009).

Son déclenchement se fait suite a différentes stimuli extracellulaires ou intracellulaires et
débute par une phase de latence qui est un processus réversible. La phase d’exécution de 1I’apoptose

induit des modifications morphologiques conduisant a la mort cellulaire (Elmore, 2007).

Le cancer est parmi les maladies qui sont la consequence d'une perturbation des mécanismes
régulateurs ou effecteurs de 1’apoptose (Dubois et al. 1998). En effet, un déséquilibre entre la
prolifération cellulaire et 1’apoptose est un acte important qui conduit a la cancérogenése (Bold,

Termuhlen et Mc Conkey, 1997).

La modulation de I'apoptose dans les tissus normaux et les cellules tumoraux est une stratégie
intéressante pour améliorer la fenétre thérapeutique et diminuer la toxicité (Koff, Ramachandiran,
& Bernal-Mizrachi, 2015), autrement dit, 1’objectif du traitement anticancéreux est d’induire la

mort des cellules tumorales en évitant de cibler les cellules normales.
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Enfin, ’apoptose est maintenue controlée car les Caspases sont synthétisées sous une forme
précurseur « les pro-Caspases ». Lorsque les Caspases initiatrices (8 et 9) sont activées par
oligomérisation, elles vont a leur tour activer les Caspases effectrices (3, 6 et 7) par clivage. Ces
dernieres vont hydrolyser une batterie de substrats donnant ainsi naissance a 1’ensemble des
caractéristiques biochimiques et morphologiques associées avec le phénotype de 1’apoptose
(Fischer et al., 2003). Le role des Caspases est d’inactiver les voies protectrices et d’activer les

molécules qui vont participer a la destruction cellulaire (Taylor et al, 2008).

On estime que le cancer est a I’origine d’une mal prolifération cellulaire, qui touche les tissus et

les organes, et parmi ces organes, le pancréas.

1. Le Pancréas

I11.1  Description

Le pancréas est un organe abdominal digestif situé¢ profondément dans 1’espace rétro
péritonéal, I'une des principales glandes annexes du tube digestif. Sa forme générale est triangulaire
a base droite et a sommet gauche allongée transversalement (Frank et al., 2004). Chez ’homme il
mesure environ 15 centimétres de long et atteint au niveau de la téte sa plus grande hauteur, qui est
de 6 a 7 centimetres (Frank et al., 2004). Pour une masse allant de 70 a 100g (LAFITTE et al.,
2012).

Le pancréas est une glande digestive accessoire composé de quatre parties (Fig 2).

= La téte qui correspond a la plus volumineuse partie de cet organe et qui s’insere dans le
cadre du duodénum (Pocock et al. ,2004).

= Le corps, allongé et aplati dans le sens antéro-postérieur et en avant de la colonne vertébrale
(Henry, 1985).

= [’isthme ou col : Reliant la té€te au corps, il est rétréci situé en avant des vaisseaux
mésenteriques (Henry, 1985).

= La queue qui correspond a la partie terminale qui se prolonge jusqu’au bord de la rate

(Pocock et al. ,2004). A gauche en direction du hile hépatique. (Henry, 1985).
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Figure 2 : Anatomie du pancréas (Blausen gallery, via Wikimédia Commons).

I11.2.  Physiologie du pancréas

Le pancréas est une glande amphicrine ou mixte a la fois exocrine et endocrine. C’est la

deuxieme plus grosse glande de 1’organisme apres le foie (Franck et al. ,2004).

v' Le pancréas endocrine

Les flots de Langerhans contenus dans le pancréas endocrine sont responsables de la
sécrétion des hormones. Il existe quatre types cellulaires au sein des Tlots : les cellules alpha qui
sont localisées en périphérie des Tlots et secretent le glucagon qui est responsable de
I’hyperglycémie, les cellules béta localisés dans le centre des flots et sécrétent particulierement
I’insuline, les cellules delta et les cellules F qui sécrétent respectivement la soma-statine et le

polypeptide pancréatique (Morisset, 2008).
v" Le pancréas exocrine

Environ 80 % de la masse glandulaire du pancréas est responsable de la sécrétion exocrine.

Cette portion comprend au moins deux unités fonctionnelles.

= Les cellules acineuses (Chey et Chang, 2001), qui contribuent au processus de digestion des
aliments par la sécrétion d’enzymes responsable de la dégradation des aliments en éléments
simples (Anicotte et al. ,2004).

= Et les cellules Centro acineuses ou cellules des canaux pancréatiques, sécrétant les liquides
et les électrolytes (Chey et Chang, 2001).
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I11.3.  Principales Fonctions
Le pancréas joue un réle central dans la digestion et I'absorption ainsi que dans I'utilisation et le
stockage des substrats énergétiques (Papin et Lang, 2009).

Tableau I : les différentes fonctions des deux parties pancréatiques : (Anicotte et al. ,2004 ; Papin
et Lang, 2009 ; Chey et al. ,2009).

Le pancréas Les Cellules alpha : secrétent le glucagon, une hormone hyperglycémiante. Ce
qui permet de remonter la glycémie lorsque celle-ci devient inférieure a la

endocrine
normale.
Les Cellules Béta : sont responsables de la synthése et la sécrétion de
I’insuline, hormone hypoglycémiante.
Le pancréas 1-Neutraliser I’acidité gastrique par la production d’un suc pancréatique alcalin
exocrine riche en bicarbonates.

2-Produire les enzymes majeures de la digestion contribuent a la dégradation
des nutriments sont : protéases, lipase, amylase, nucléases.

IVV. Cancer du Pancréas

Le cancer du pancréas devient un véritable fardeau préoccupant 1’échelle mondiale. 1l a été
signalé comme le septieme cancer le plus meurtrier au monde (Canivet et al. ,2018), et devrait
devenir la deuxiéme cause de déces liée au cancer au cours des dix prochaines années (Fisher et
Berger, 2003).

L’incidence du cancer du pancréas a considérablement augmenté au cours des dernieres

décennies, Il est le 12°™ cancer le plus fréquent.

Selon le Centre international de recherche sur le cancer CIRC (IARC, globocan), ce cancer est
un des rares en constante augmentation dans le monde : 458 918 cas ont été recensés en 2018,
entrainant 432 242 déceés, et le nombre devrait atteindre 484 486 cas en 2020, 557 688 cas en 2025
et 815 276 cas en 2040 (Biomarqueurs et Diagnostic ACOBIUM).

Il est généralement diagnostiqué a un stade avancé et, par conséquent, le taux de survie est
extrémement faible, il devrait dépasser le cancer du sein, et la mortalité due a cette maladie devrait

ainsi continuer d’augmenter a 1’échelle mondiale (Sene et al. ,1999).

O
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Malgré les progres du développement médicamenteux et de la génétique moléculaire,
I’incidence du CP est presque égale a 95,8% de mortalité (Gudjonsson, 1987). Ces faits justifient
un besoin urgent d’intensifier les efforts en vue du développement de nouvelles stratégies

préventives et thérapeutiques pour la prise en charge du CP. (Ezzati et al. ,2005).

IV.1. Epidémiologie et Facteurs de Risques

Comprendre I'épidémiologie du cancer du pancréas pourrait étre la clé pour élucider son étiologie
et donc la pierre angulaire de I'élaboration d'une stratégie thérapeutique (Drouillard et al. ,2017).
Le CP est un enjeu majeur en oncologie digestive, son pronostic reste trés pauvre avec une survie

nette a cing ans inférieure a 10 % (Registre des tumeurs d’Alger, 2012).

Selon le registre des tumeurs d’Alger son incidence est estimée seulement a 2,45 /105 habitant.
Il touche deux fois plus les hommes que les femmes, généralement aprés 50 ans (Parkin et al.
,2011). Les facteurs de risque actuellement reconnus ne peuvent expliquer cette épidémiologie
évolutive citant : le tabac, alcool, la prédisposition génétique (antécédents familiaux) ou encore le
diabete (tableau I1).
Tableau 11 : les facteurs de risques du cancer du pancréas (Les traitements du cancer du

pancréas, collection Guides patients Cancer info, INCa, décembre 2012 ; Khorana et al.
,2017).

Tabac et alcool Fumer est un acte dangereux, c’est le facteur de risque le plus
identifi¢, d’ailleurs les fumeurs ont un risque relatif >2 de
développer un CP.

La consommation excessive d’alcool pourrait augmenter aussi le
risque de CP.

Diabéte La pancreéatite chronique augmente le risque du CP surtout dans
les formes familiales genétiques. Le risque relatif varie entre 12
et 16 selon les études et est lie a la durée de la pancréatite (4% a

20%).
Prédisposition Les ATCD familiaux augmentent le risque de CP, il existe de
génétigue ou rares formes familiales de CP. Le plus souvent dans le cadre de
(ATCD) maladies predisposant a plusieurs cancers (génes BRCA2- géne

STK11 du syndrome de Peurtz-jeghers, géne CDKN2A li¢ au
syndrome des mélanomes familiaux).

La plupart des cancers du pancréas présentent des mutations
somatiques dans les genes KRAS (80 %), p53 (50 %) et p16, qui
sont associés au contrdle de la croissance tumorale.
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IVV.2. Diagnostic moléculaire

Le CP est souvent de diagnostic tardif, les signes vont varier en fonction de la localisation
et de I’extension de la Iésion. Les symptomes tel que (I’anorexie, la perte de poids, douleurs
abdominales, ... etc.) n’apparaissent généralement que lorsque la tumeur est devenue métastatique
(Elsevier Masson SAS, 2015). Les examens d'imagerie vont également visualiser la tumeur du
pancréas (TDM et IRM) (Wack, 2005).

La biologie recherche des arguments indirects et les complications éventuelle de la tumeur,
Il est donc nécessaire de disposer d’outils de diagnostiques plus sensibles et d’approfondir la
recherche au niveau moléculaire afin d’identifier plus de marqueurs tumoraux et assurer un
diagnostic beaucoup plus précoce et les principaux marqueurs recherchés sont les suivants (Pr
Pascal Hammel, 2010).

Carbohydrate Antigene ou CA 19-9: il a une valeur pronostique (>1000 wms) tumeur
souvent métastatique), il est aussi élevé en cas de cholestase, qui est fréquente dans les tumeurs de
la téte du pancréas. Le taux sanguin de CA 19-9 ne permet pas d'établir un diagnostic, mais s'avére
souvent utile pour obtenir un niveau de référence pour le suivi et pour évaluer la réponse au

traitement (Pr Pascal Hammel, 2010).

K-ras : c’est un oncogene muté dans 80-90% des cancers. Il présente un réel intérét
diagnostic, et cette mutation est recherchée dans le suc pancréatique ou dans le produit de brassage

du canal pancréatique (Pr Pascal Hammel, 2010).
IVV.3. Traitements

Le choix de traitement dépend des caractéristiques du cancer, I’endroit ou il est situé sur le
pancréas, son type histologique (type cellules impliquées) et son stade (degré d’extension et degré

d’agressivité) (Khorana et al. ,2017)

Une tumeur du pancréas est souvent considéréee comme non résécable quand elle semble
envahir les tissus adjacents, d'autres organes du corps, des ganglions lymphatiques ou des vaisseaux
sanguins proches. Une ccelioscopie est parfois utilisée pour réaliser une biopsie, afin de détecter une
petite invasion du péritoine et du foie (métastases). Cependant, I'étendue du cancer ne peut
géneralement étre déterminée avec précision que lors de la chirurgie (Cancer du pancréas, un

guide pour les patients — Basé sur les recommandations de PESMO —v.2013.1).
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I\VV.3.1. La marge chirurgicale

Moins de 20% des CP sont accessible & une résection chirurgicale qui reste pourtant le seul

traitement curatif.

Cette marge consiste a retirer la partie du pancréas sur laquelle la tumeur s’est développée. Une
partie de I’intestin, de I’estomac, la vésicule biliaire et la rate peuvent également étre enlevées
pendant I’intervention pour éviter que des cellules cancéreuses se développent sur ces organes

(Khorana et al. ,2017).
IVV.3.2. La chimiothérapie

La chimiothérapie utilise des médicaments qui détruisent les cellules qui ont la particularité
de se diviser rapidement (Evans et Wolff, 2008). Elle a pour objectif de ralentir, voire d’arréter la
progression de la maladie, de diminuer la douleur et d’améliorer la qualité de vie du malade
(Khorana et al. ,2017).

La Gemcitabine seule est encore la chimiothérapie standard pour les patients atteints d’un CP
métastatique. La combinaison de Gemcitabine et de nab-paclitaxel s’est montrée supérieure au
traitement par Gemcitabine seule. Par conséquent, cette combinaison peut étre recommandée pour
les patients atteints d’un cancer du pancréas métastatique. La toxicité de ce protocole est plus élevée
que celle de la Gemcitabine seule. Récemment, une étude, qui a analysé une combinaison de 3
agents chimio thérapeutiques, le 5- Fluoro-uracile, 1’oxaliplatine et I’irinotécan, (protocole
FOLFIRINOX), a montré des résultats intéressants en ce qui concerne la prolongation de la survie
et le retardement de la détérioration de la qualité de vie (Cancer du pancréas, un guide pour les

patients — Basé sur les recommandations de PESMO —v.2013.1).

IVV.3.3. La radiothérapie

Pour des patients avec un cancer localement avancé, 1’alternative pourrait étre une
chimiothérapie suivie par une combinaison de chimio-radiothérapie qui pourrait améliorer le taux
de résection et ainsi la survie a distance (Rivera et al. ,2009). Le CP reste un défi thérapeutique
majeur qui nécessite de toute urgence des options thérapeutiques nouvelles et améliorés (Rivera et
al. ,2009).

En conclusion, toute perturbation irréversible des régulateurs amont ou des composants
effecteurs aval de la machinerie de contréle de la prolifération cellulaire et apoptotiques conduit a

une tumorigeneése.
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Toute molécule capable d'induire et d'activer les protéines régulatrices du cycle cellulaire et de

I’apoptose pourrait étre un reméde efficace contre le cancer pancréatique. Pour cela, existe-il

d’autres méthodes thérapeutiques alternatives qui référent a la nature avec moins d’effet

secondaire ?
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Actuellement plusieurs questions se sont soulevées concernant 1’inefficacité et la sécurité des
traitements chimiques utilisés en médecine (Das et Dhanja, 2015). La migration vers des produits
d’origine naturelle constitue un refuge pour les chercheurs vu leurs avantages et I’intérét

thérapeutique qu’ils présentent.

Il ne fait aucun doute que les plantes médicinales, la forme la plus ancienne de médicaments
employée par I'nomme dans la lutte contre la plupart des maladies et troubles, pourrait servir de
substitut sr a de nombreux médicaments synthétiques utilisés dans les thérapies cliniques actuelles
(Das et Dhanja, 2015).

La phytothérapie est ’art d’utiliser les plantes pour se soigner, elle constitue la source la plus
importante et la plus précieuse d'agents naturels dont il a été prouvé qu'ils ont des effets puissants

contre de nombreuses maladies, a savoir le cancer (Das et Dhanja,2015).

Plusieurs preuves confirment que I'activité biologique de ces plantes provient principalement de
leurs metabolites secondaires tels que les alcaloides (Lu et al.,2012).

En raison de leurs propriétés biologiques et de leurs diversités structurales, les alcaloides ont
montrées des capacités antinéoplasiques, antiprolifératifs et apoptotiques prometteuses dans

plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Lu et al.,2012).
| . Les Alcaloides

Les alcaloides sont des métabolites secondaires naturels le plus souvent d’origine végétale
contenant des structures cycliques avec au moins un atome d’azote basique incorporé a ’intérieur,
bio-synthétisé a partir des acides aminés de faibles poids moléculaires, tels que la lysine, la

phénylalanine, la tyrosine et le tryptophane (Aniszewsi et al.,2007).

Les alcaloides représentent un groupe tres diversifié de composés. La diversité structurelle de
cette famille est due au grand nombre d'acides aminés utilises comme éléments constitutifs
(Aniszewsi et al.,2007).

En effet, le cycle peptidique qu’ils contiennent a un ou plusieurs de ses atomes d’hydrogéné est
remplacé par divers radicaux alkyles. Les principaux cycles azotés des alcaloides sont résumés ci-

dessous :
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Figure 3 : les principaux cycles azotés des alcaloides (Wrobel et al.,1967).

Les alcaloides ne constituent pas une catégorie définie des composés chimiques en raison de la
variété de leurs structures, certains scientifiques les classent selon leurs propriétés

pharmacologiques ou encore selon leur distribution botanique.

D’autres classifications fondées sur la structure du cycle fondamental de la molécule sont également
possibles donnant naissance a trois groupes a savoir : les alcaloides vrais, les proto-alcaloides et les
pseudo-alcaloides (Shakil,1998 ;Bruneton,2009).

Il. Les Alcaloides Isoquinoléiques

Les alcaloides contenant le noyau isoquinoléine constituent une classe de substances
présentant la deuxieme plus grande diversité structurelle dans la nature, apres les alcaloides
indolique (Da et al.,2015).

\]BJ



Chapitre I7 Les Alcaloides Isoquinoléiques

C’est des composés aromatiques hétérocycliques (C9H7N) apparentés de la pyridine et isomeéres
de la quinoléine, qui est une base organique, constituée d’un noyau pyridinique et d’un noyau

benzénique(Figure4) (Zhang et al.,2007).

X
_~N

Figure 4 : Structure chimique du noyau isoquinoléine (Zhang et al.,2007).

Ces composes sont bio génétiqguement derivés de la phénylalanine et de la tyrosine, et
comprennent un cycle isoquinoléine ou tétrahydroisoquinoléine comme caractéristique structurelle

de base de leur squelette (Pandeya et al.,2011).

COOH COOH
\ X /
tyrosine phénylalanine
C

Noyau isoquinoléine

Figure 5 : le noyau isoquinoléine dérivant de la tyrosine et la phénylalanine (Pandeya et al.,2011).

Les alcaloides isoquinoléiques ne constituent pas un groupe structurellement homogene. Sur
la base des différents degrés d'oxygénation et des réarrangements intramoléculaires, de leur
distribution et de la présence d'anneaux supplémentaires connectés au systéme principal, ils peuvent

étre divisés en huit sous-groupes :

= Benzylisoquinoléine.
= Benzophénanthridine.

= Aporphine.
= Protoberbérine.
= Protopine.

= La phtalide isoquinoléine.
= Le morphinane.
= Les alcaloides emétines (Pandeya et al.,2011).
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Parmi les sous-groupes répertoriés, les protoberbérines sont le groupe le plus important, elles
constituent 25 % de toutes les structures élucidées des alcaloides isoquinoléiques, ce qui en fait les

métabolites secondaires les plus répandus (Pandeya et al.,2011).

Les alcaloides isoquinoléines ont suscité un grand intérét de la part des chimistes et des
pharmacologistes en raison de leurs spectres d’activités biologiques et pharmacologiques. Ces

molécules sont largement distribuées parmi les plantes des familles :

Renunculacae, Monimiacéae, Menispermaceae, Papavéraceae (pavot, chélidone), Fumariaceae
(fumeterre), Rubiaceae (Zhang et al.,2007).

Dans ce document, on s’est intéressé a quelques alcaloides isoquinoléiques a savoir : « la

Berbérine »et « la Sanguinarine ».

11.1. La Berbérine

La  berbérine  (BBR,2,3-méthylénedioxy-9,10-diméthoxyprotoberbérine  chlorure,
C20H18CINO4, poids moléculaire, 371,817g/mol) (Fig 6) est un alcaloide Isoquinoléine
quaternaire isolé a partir d’une variété d’arbre naturel tel que le Berberis (Berberis aquifollium, B.

vulgaris et B.aristata) (Zhang et al.,2017).

Elle se localise généralement dans I’écorce, les tiges, les rhizomes, et les racines. Un grand
nombre d’étude ont montré que la BBR posséde une variété de propriétés chimiques et
pharmacologiques, citons: des effets antibactériens, antihypertenseurs, anti-inflammatoire, anti

diabétiques, antioxydants,...etc (Mantena et al.,2006).

Ces derniéres années, une grande attention a été accordée a I’effet anticancéreux de la BBR

et d’autres dérivés de la protoberbérine, il a été rapporté que cet effet peut varier en fonction du type

de cellule (Zhang et al.,2017).
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Figure 6 : structure chimique de la berbérine (Zhang et al.,2017).
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I1.2. La Sanguinarine

La sanguinarine (13-méthyl-[1,3] benzodioxolo [5,6-c]-1,3dioxolo [4,5-i] phénanthridinum)
(Fig 7), est un alcaloide Isoquinoléine quaternaire que 1’on trouve principalement dans les plantes
de famille Papavéracées y compris les racines de la plante Sanguinaria canadensis, Chelidonium
majus. Elle est dotée d’un large spectre de propriétés pharmacologiques telles que les activités

antioxydante, anticancéreuse, antivirale et anti-inflammatoire (Vavreckova et al.,1996).

En carcinogenese pancréatique, les mecanismes moléculaires par lesquels la sanguinarine
inhibe la croissance des cellules souches cancéreuses (CSC) n’ont jamais été¢ examinés et sont donc
trés prometteurs pour le développement en tant qu’agent chimio-préventif ou curatif (Burgeiro et
al.,2013).

0O
e
R -
O
-
Sanguinarine

Figure 7: Structure chimique de la sanguinarine (Vavreckova et al.,1996).
I11. Préparation des Extraits d’Alcaloides

En raison de la valeur élevée des alcaloides, des recherches ont essayé de trouver de

nouvelles méthodes d'extraction et d'estimation de ces composés.

L’extraction des alcaloides repose en régle générale, sur le fait qu’ils existent habituellement
dans la plante a 1’état de sels et sur leur basicité, ¢’est-a-dire sur la solubilité différentielle des bases
et des sels dans 1’eau d’une part, et dans les solvants organiques d’autres part. Des étapes pré-
extractives sont indispensables avant de procéder au protocole d’extraction et cela pour un meilleurs

rendement possible en métabolites secondaires (Bruneton, 1999).
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111.1. Récolte

La qualité des drogues végétales dépend en grande partie des soins apportés a leurs récoltes,
le choix de la période de récolte dépend de la nature de I’organe récolté. La récolte obéit a la
concentration maximale en principe actif qui se fait généralement le matin tres tét, beaucoup
d’autres précautions sont donc recommandeés. Il serait intéressent donc, pour la récolte, de choisir
les hauteurs et ou la plante est a son maximum en métabolites secondaire et avant lever du soleil

(exposition aux UV par exemple) (Bruneton, 1999).
I11.2. Conservation

Les plantes médicinales sont rarement utilisées a 1’état fraiche elles doivent donc étre
conservés dans de bonnes conditions, car elles peuvent favoriser I'apparition de moisissures et le
développement microbiologique. Un certain nombre de réactions sont a I’origine de I’altération des
drogues ce qui entraine une perte des substances bioactives. Ces altérations le plus souvent sont de
nature enzymatique (hydrolyse, oxydation, polymérisation) nécessitant la présence d’eaux et
peuvent donc étre éliminés par différents moyens notamment le séchage. Ce dernier permet la
stabilisation des produits hydratés, par la réduction de la teneur en eau et I'abaissement subséquent
de l'activité de I'eau de ces produits, le développement microbien et I'activité enzymatique sont alors
inhibés (Lingani et al. ,2005).

111.3. Broyage

A pour but d’augmenter la surface de contact entre la poudre et le solvant. Le produit obtenu
par le séchage est transformé en poudre grace a un broyeur électrique. La poudre est conservée dans
un récipient fermé a 1’abri de la lumiére. Le broyat va constituer donc, la matiére séche qui va servir

a I’extraction (Bruneton, 1999).
111.4. Choix du solvant d’extraction

Un solvant ou un mélange de solvants doit étre choisi en tenant compte de la ou des
substances a extraire. Il convient d'utiliser des solvants indiqués dans la littérature comme étant
appropriés a la classe de composés étudiée. Lorsque de telles informations ne sont pas disponibles,
en regle générale, le solvant utilisé doit avoir une polarité similaire a celle des composés a extraire
(Bruneton,1999).
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V.

Extraction des alcaloides

C’est une opération qui consiste a séparer certains composés d’un organisme selon diverses

techniques. L’extraction des alcaloides est basée sur la différence de solubilité en milieu acide et en

milieu alcalin, ils vont ainsi pouvoir étre sépares des autres constituants du végétal qui possédent les

mémes solubilités quel que soit le PH (Bruneton,1999).

IV.1.

Extraction par un Solvant en Milieu Alcalin

La plante au départ est mise en poudre, pulvérisée pour faciliter I’extraction naturellement
sous forme de sels.

Rajouter de la potasse, du carbonate de sodium et extraire les alcaloides bases dans un
solvant organique apolaire ou ils seront bien dissous comme par exemple le dichloroéthane.
Agiter, ensuite filtrer pour aboutir a une solution extractive organique qui renferme tous les
alcaloides et quelques impuretés.

Concentrer la solution par un chauffage doux et la mettre dans une ampoule a décanter.
Rajouter de 1’eau avec une goutte d’acide sulfurique ou chlorhydrique puis procéder a une
extraction liquide-liguide.

Agiter de fagon adaptée et récupérer dans la phase aqueuse les alcaloides sels.

Une solution aqueuse acide est obtenue. Toutes les impuretés apolaires sont éliminées dans
le solvant épuisé.

Réutiliser un solvant organique non miscible a 1’eau, changer le pH, rebasculer en milieu
alcalin.

Les alcaloides sels redeviennent des bases et passent dans la phase organique.

Concentrer par évaporation la phase organique pour récupérer un résidu d’alcaloides totaux

a 1’état de bases.

Les differentes étapes de cette extractions sont résumes sur le schéma ci-dessous (Figure 8)
(Bruneton,1999).
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Plante pulvérisée
Solvant organique non PR Base
misc,'ble 6 ’Ieau ...................................... >
(NH<OH, Na:CO0;, etc.)
Marc épuisé Solution extractive organique
(alcaloides, lipides, pigments. ...
Epuisement par un acide Concentration
dilué = s »
Solution aqueuse acide Solvant épuisé
(sels d’alcaloides)
Base >
................................. Epuisement par un Solvant
organique non miscible a I'eau
Solution organique Solution aqueuse
d’alcaloides épuisée
Evaporation
ALCALOIDES TOTAUX
SR >

Figure 8 : Principe de I’extraction des alcaloides en milieu alcalin (Bruneton,1999).

IV.2. Extraction par un Solvant en Milieu Acide

Ensuite évaporer a sec.

Evaporer le solvant.

La drogue pulvérisée est traitée par une solution alcoolique acide.

Le résidu est repris par I’eau acide (alcalinisation).
la solution aqueuse est épuisée par un solvant organique non polaire.

Une solution organique d’alcaloides bases purifiés est obtenue.

Un résidu d’alcaloides totaux (bases) est le résultat final (Paris et Hurabielle, 1981).
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1VV.3. Extraction Soxhlet

L’extraction des alcaloides totaux de la drogue est aussi réalisée dans un appareil de Soxhlet

avec un solvant organique. De maniere a s’assurer de 1’efficacité de 1’extraction.

C’est une méthode simple et convenable permettant de répéter infiniment le cycle

d’extraction avec du solvant frais jusqu'a I’épuisement complet du soluté dans la matiére premiere

(Bottin, 2006) (fig 9).
Protocole Générale

e Placer le produit dont on souhaite extraire un de ses substances constitutives dans la
cartouche de cellulose.

e Puis dans le réservoir de soxhlet, remplir le ballon avec une quantité suffisante de solvant
(prendre en compte la quantité qui sera piégée dans le réservoir en cours de manipulation) et
surmonter I'extracteur d'un réfrigérant.

e A laide d'un chauffe-ballon, porter le solvant a ébullition, celui-ci passe par la tubulure et
est condensé par le réfrigérant, il tombe alors dans le réservoir contenant la cartouche et
solubilise la substance a extraire.

e Le réservoir se remplit, dés que le niveau de solvant est a hauteur du coude il se vide
automatiquement, le solvant et la substance a extraire sont entrainés dans le ballon.

e Pour une extraction correcte d'une substance il est recommandé de réaliser plusieurs cycles
(Bottin, 2006).

Sortie de I'eau de
refroidissement

<«<—— Condenseur/ réfrigérant

Entréee de I'eau de

e —_—
refroidissement
Corps principal de

r— o
I'extracteur

Cartouche contenant o o -
Irechantillon <«—— Retour de distillation

Y
<—— Ballon
Agitateur
magnetique

Chauffe ballon avec
agitation intéegree

Figure9: Schéma de [D’appareillage d’extraction au soxhlet (Bottin, 2006).
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La culture cellulaire est étudiée depuis plusieurs années comme moyen alternatif pour
produire de nouvelles molécules anticancéreuses. L’estimation de 1’effet anticancéreux en culture
cellulaire implique un ensemble de tests permettant une meilleure compréhension du mecanisme

moléculaire (Barlovatz-meimon et al., 2003).

Dans cette partie du document, on traitera quelques tests évalués pendant des recherches
ultérieurs afin de comprendre 1’effet anticancéreux de quelques alcaloides isoquinoléiques a savoir :

la Berbérine et la Sanguinarine (Barlovatz-meimon et al., 2003).
Entretien des lignées cellulaires

Les cellules sont maintenues en culture en flacon de 75 cm (des supports adaptés pour la
culture de cellules adhérentes) dans leurs milieux adapteés, elles sont ensuite placées dans une étuve
a 37°C, dont I’atmosphére saturée en humidité est enrichie a hauteur de 5% de CO,. Afin de
minimiser les risques de contaminations (bactérienne et fongique) on rajoute au milieu de
I’antibiotique et antifongique, aussi les manipulations se sont effectuées sous une hotte a flux
laminaire vertical a haute stérilité (PSM : Poste de Sécurité Microbiologique). Dans le but de
maintenir des conditions de culture et une prolifération optimales des cellules, le milieu de culture

est renouvelé toutes les 48 heures (Parc et al., 2015).
Modeéles cellulaires

L’utilisation de lignées cellulaires en culture in-vitro tient toujours une place importante dans la

caractérisation du cancer et dans la recherche de nouveaux anticancéreux.

L’American Type Culture Collection (ATCC) est une société privée américaine , centre de
ressources biologiques, dont la mission se concentre sur l'acquisition, l'authentification, la
production, la conservation, le développement et la distribution de la norme de référence de micro-
organismes, des ligneées cellulaires et d'autres matériaux pour la recherche dans les sciences de la
vie. L’ATCC a fourni a ce jour 22 lignées cellulaires issues de cancers du pancréas humain a

différentes origines et caractéristiques (Rozenblum et al, 1997).
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Cette étude a été consacrée, a la compréhension du comportement des alcaloides

isoquinoléiques vis-a-vis de quelques lignées cellulaires cancéreuses pancréatiquesa savoir :
PANC-1, MIA PaCa-2, AsPC-1 et BXxPC3.

PANC-1: une lignee tumorale de phénotype intermédiaire présentant a la fois des
caractéristiques épithéliales et mésenchymateuses adhérente aux flacons de culture cellulaire,
isolée d’un carcinome pancréatique d’origine canalaire de tissu tumoral du pancréas obtenu a
partir d'un homme de race blanche de 56 ans (Michael et al. ,1975). Ses cellules peuvent
métastaser avec de faibles capacités de différenciation, ont tendance a s’agglomérer, une
caractéristique qui peut étre évitée avec la trypsinisation (Fig 10a) (Thompson et
Evonne ,2009).

Mia PaCa-2: Cellules individuelles adhérentes et amas lachement attachés. La lignée
cellulaire MIA PaCa-2 a été établie par A. Yunis et al. en 1975 a partir de tissu tumoral du
pancréas obtenu a partir d'un homme de race blanche de 65 ans. Elles présentent des mutations
dans les génes K-RAS, TP53 et CDKN2a/p16 (Fig 10b) (Fisher et al. ,1998).

AsPC-1: Lignée adhérente, dérivée de xénogreffes de souris nude initiées avec des cellules
d'ascite d'un patient atteint d'un cancer du pancréas. Isolée de tissu tumoral du pancréas obtenu
a partir d'une femme de race blanche de 62 ans. Cette lignée exprime [I'antigéne
carcinoembryonnaire (ACE) ; l'antigéne associé au pancréas humain ; antigéne spécifique du

pancréas humain ; mucine. (Fig 10c)

BxPC3: une lignée tumorale présentant des caractéristiques épithéliales, Isolée de tissu
tumoral du pancréas obtenu a partir d'une femme de 61 ans. Les cellules n'expriment pas le

régulateur de conductance transmembranaire de la mucoviscidose (CFTR). (Fig 10d)
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Figure 10 : Photographies microscopiques des lignées cellulaires citées dans cette
étude apres 72h d’ensemencement (grossissement x10) (Base de données ATCC)
a) PANC-1 ; b) Mia PaCa-2 ; c) AsPC-1 ; d) BxPC3a)

Le long des tests, les deux premieres lignées cellulaires (PANC-1 et Mia PaCa-2) ont fait 1’objet
de la caractérisation de 1’effet de la berbérine, tandis que les deux dernieres (AsPC-1 etBxPC3)

ont permis 1’évaluation de I’effet de la sanguinarine.

1.1. Test d’Exclusion au Bleu de Trypan

e Principe

Le test d’exclusion au Bleu Trypan est une méthode de coloration rapide des cellules mortes
permettant d’évaluer le taux de mortalité cellulaire. Comme son nom 1’indique, le principe de cette
méthode repose sur le processus d’exclusion. Le Bleu Trypan est une molécule capable de pénétrer
passivement a I’intérieur de la cellule et son exclusion nécessite de I’ATP que seules les cellules
vivantes sont capables d’apporter. Les cellules mortes, dépourvues de cette source d’énergie ne
peuvent pas refouler le Bleu Trypan et se trouvent, ainsi, seules colorées en bleu ce qui les distingue

aisément des cellules vivantes qui demeurent incolores (Aroussia et al. ,2015).
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e Protocole
L’effet des composés (Berberine et sanguinarine) sur la croissance cellulaire des lignées
(PANC-1/ MIA-PaCa2 et ASPC-1/ BxPC3 respectivement) va pouvoir étre évalué grace a la
réalisation de courbes de croissance afin de déterminer les ICso de chaque lignée pour chaque
molécule (Parc et al. ,2015).
v Le lot des cellules qui recevront le volume du solvant sans la molécule a testé
correspond au control négatif
v Le lot des cellules qui recevront la Gemcitabine correspond au control positif.

Pour cela, le protocole de manipulation est schématisé ci-dessous (Fig 11)

Ensemencement des lignées cellulaires a une densité de 5<10°cellules.

|

Traitement pendant 72heures dans le milieu approprié de chaque lignée avec la molécule a testé

|

Ajout de 100ul Bleu de Trypan

|

Comptage sous microscope optique

!

Analyse des données et détermination des ICso par 1’Origine 7

Figure 11 : Protocole du test d’exclusion au Bleu de Trypan sur des lignées cellulaires du

cancer de pancréas (Parc et al., 2015).
1.2.  Analyse du cycle cellulaire (Cytométrie en flux, CMF)

La cytométrie de flux permet de caractériser la distribution des cellules dans chaque phase
du cycle, en mesurant la quantité d’ADN présent dans la cellule et par conséquent une meilleure

analyse du cycle cellulaire (Jacobberger et al., 2011).

Pour cette analyse, la quantit¢ d’ADN est déterminée par un marquage spécifique a I’aide
d’un agent intercalant fluorescent, le plus utilis¢ est 1’iodure de propidium (IP). La
fluorescence émise par I’IP est mesurée cellule par cellule, ce qui permet d’entretenir un profil

de fluorescence par la population cellulaire examinée et de déterminer le nombre et le
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pourcentage de cellules dans chaque phases. Ainsi, la mesure du cycle
cellulaire par cette méthode divise le cycle en trois phases : GO/G1, S et G2/M (Jacobberger et al.,
2011). La fluorescence émise de la cellule variera et pour cette raison, des phases de G, et de M
souvent ne peuvent pas étre discernées les unes des autres, car elles partagent la teneur assimilé

d’ADN (Grunwald et al. , 2010).

= Protocole
Afin de démontrer 1’effet de la berbérine sur le cycle cellulaire des cellules cancéreuses, les
cellules traitées et non-traitées ont été analysées par Cytométrie de flux. Le protocole de la méthode

est présenté dans la figure 12 (Ming et al., 2014).

Ensemencement de 2x10* cellules /puits dans une plaque a 6 puits. ]

|

Traitement avec la molécule pour 72h. ]

|

Lavage des cellules avec du tampon phosphate salin (PBS).

|

[ Fixation des cellules avec de I’éthanol glacé a 70% pendant une nuit a ]

4C°,

4 l N\
Remise en suspension dans du PBS avec 1% de Tween-20 et 10 pg de
RNase.

. l J
4 N\
Incubation pendant 1h/coloration des cellules avec de I’iodure de
propidium (IP) 50pg / ml pendant 30 min a 37C°.

. J

1

Analyse des cellules par CMF (logiciel Flo Jo ou Mod Fit ou FCS),et
analyse de pourcentage cellulaire dans chaque phase du cycle cellulaire a
I’aide du logiciel Cell Quest Pro (Flow Jo ou Mod Fit, Ashland ,OR, Etats-
Unis)

Figure 12 : Protocole d’analyse du cycle cellulaire par CMF (Ming et al, 2014).
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1.3.  Analyse Western Blot

Afin de mieux étudier le mécanisme d’action de la BBR sur les lignées de cellules
cancéreuses, Ming et al. (2014) avaient procédé a I’analyse des extraits protéiques totaux des
cellules traitées par western blot. Le protocole de préparation des extraits protéiques totaux est

résumé ci-dessous :

e Le tapis cellulaire est lavé au PBS et lysé avec 150 pl de tampon RIPA (Triton X-100 1 %,
Na désoxycholate 1 %, NaCl 150 mM, PO4Na2/K pH 7,2 10 mM, EDTA 2 mM, Na
Orthovanadate 5 mM, supplémenté d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases) pour une boite
de diametre 100 mm. Ce volume sera ajusté en fonction du taux de confluence des cellules

et de la surface du support de culture pour favoriser une lyse complete des cellules.

e Apres avoir laissé agir le tampon RIPA pendant 30 min sur glace, le tapis cellulaire lysé est

récupéré avec un grattoir et centrifugé a 300 g pendant 10 min a 4°C.

e Le surnageant contenant les protéines est récupéré et les protéines sont dosées par méthode
colorimétriqgue (DC protein assay, kit Bio rad) a 1’aide d’une gamme étalon de BSA
(Kinoshita et al., 2009).

Le western blot est une technique employée pour analyser une protéine dans un mélange
protéique. La figure 13 et le tableau 111 résument les étapes de réalisation du western blot.
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[ Dép6t des échantillons protéiques (30ug/puits)

|

Electrophorése SDS PAGE sur gel a gradient
@ précoulé (4-12%, Bis-Tris)

[ Migration 1h & 180V ]

19 09 paper Whatman

@[ Réalisation du montage de transfert ]

(ol f actraphorse

[ Transfert 2h a 400mA ]

|

@[ Visualisation de la membrane apres coloration au rouge

Mbrana an ndrcsll loss

Wl e naniar Whatman

ponceau

l

[ Lavage de la membrane 5mn dans un tampon T-PBS (0.2%, v/v) ]

Blocage de la membrane/1h a
@ tempeérature ambiante

[ Lavage de la membrane 5mn dans un tampon T-PBS (0.2%, v/v) ]

|

Y
J

@ Incubation avec I’anticorps primaire/ la nuit a 4C° ]
1 |
[ Lavage de la membrane 5mn dans un tampon T-PBS (0.2%,v/v) ]
I
[ Lavage de la membrane 10 mn dans un tampon PBS (0.2%, v/v) ]
I

Détection de la protéine d’intérét avec 1’appareil Chemi Smart
@ 5000 system (Vilber Lourmat)

Figure 13 : Les étapes de réalisation du Western blot (Ming et al., 2014)
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Tableau 111 : Les détails des étapes du Western blot (Kinoshita et al., 2009).

Etapes Protocoles

1. Migration des protéines dans le tampon MOPS SDS running buffer (In

vitrogen).500ml de tampon est utilisé par cuve.

2. Chaque cuve de transfert doit étre remplie avec 250ml de tampon.

Le rouge ponceau est un colorant non spécifique des protéines. L’étape consiste a

prolonger la membrane de western 2 a 3 mn dans la solution de rouge ponceau

3.
afin de vérifier I’homogénéité des échantillons de protéines. La préparation de la
solution de rouge ponceau est donnée en dessous.

4. La membrane est incubée dans du lait écrémé 10% (p/v) reconstitué du T-PBS
(0.2%, v/v).

5. La dilution avec I’anticorps primaire est réalisée avec le T-PBS (0.2%, v/v).

6. La technique utilisée est I’ECL (Enhanced Chemi Luminescence,

chimiluminescence amplifiée)

Les membranes peuvent étre réutilisées pour plusieurs marquages, a condition d’éliminer
I’anticorps secondaire. Cette étape, qui consiste a stripper la membrane, est effectuée selon les

instructions du fournisseur comme suit :

e Lamembrane est lavée dans du T-PBS (0,2 %, v/v) (afin d’éliminer des réactifs de
I’ECL) 3x 5mn ;

e Mise de la membrane dans 10 ml de tampon Restore PLUS (du fournisseur) ;

e Incubation pendant 30 mn sous agitation a 37°C (80 rpm) ;

e Lavage de la membrane dans du T-PBS (0,2 %, v/v) 3x 10 mn (Kinoshita et al., 2009).
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La membrane est ainsi préte a étre mise dans le lait pour blocage avant d’étre incubée avec un
autre anticorps primaire. La composition des solutions et des tampons ainsi que le principe de la

technique ECL sont données :

e Composition du tampon de migration électro phorétique

Nu Page MOPS SDS running buffer 20X: 50 mM MOPS, 50 mM Tris Base, 0,1% SDS, 1
mM EDTA, pH 7,7.

e Composition du tampon de transfert

v' 25 ml de tampon 10X = 30g of Tris, 144g de glycine, eau milli Q, gsp 1 litre.
v’ 125 pl de SDS (20%).
v 50 ml de Me OH.

v" 250 ml Eau.

e Préparation de la solution de rouge ponceau

Peser 1 g de poudre rouge ponceau, 5 ml d’acide acétique, 20 ml d’eau.
e Détection de la protéine d’intérét par la méthode ECL
Principe

L’anticorps secondaire est lié a une enzyme : la peroxydase de raifort (HRP, Horse Radish
Peroxidase). La catalyse de la réaction de peroxydation produit un agent luminescent, dont
I’intensité est proportionnelle a la concentration en protéine. Cette technique est considérée comme

I'une des méthodes de détection les plus sensibles pour I'analyse des westerns blots (Veitch, 2004).

Protocole
Le protocole est réalisé selon les instructions du fournisseur

v" Mélanger extemporanément 250 ul de la solution A avec 250 pl de la solution B ;

v' Déposer le mélange sur la membrane, en prenant soin de bien imbiber la totalité de la

membrane avec le mélange ;

v" Incuber 5 mn a I’abri de la lumiére ;
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v’ Détecter le signal avec I’appareil Chemi Smart 5000 system (Vilber Lourmat)

e Marqueurs de poids moléculaire

Le kit de marqueurs de poids moléculaires a été utilisé pour tous les westerns blots. 5ul de
mélange sont déposés dans un des puits du gel d’électrophorése. La figure 14 présente les poids

moléculaires estimeés des protéines du kit.

= 140
= 115

— 00
- G5 PM en kDa
- 50
=40

Sens de migration

=
-

— 15
=110

Figure 14 : Profil de migration des marqueurs de poids moléculaires dans un gel a
gradient 4-12%(Kinoshita et al., 2009).

1.4. Etude de la Mort Cellulaire Programmée par Double Marquage Annexine
V /IP

e Principe

L’apoptose est la mort cellulaire qui s’accompagne par de nombreux changements
morphologiques, et biochimiques de 1’architecture cellulaire. Les cellules apoptotiques présentent
un nombre de caractéristiques communs qui comprennent : le retrécissement cellulaire, détachement

cellulaire, la fragmentation de I’ADN, I’activation des Caspases...etc.
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Au niveau des cellules vivantes, le phosphatedylsérine est localisé au niveau de la couche
interne de la membrane cytoplasmique. A 1’amorce de I’apoptose, le phosphatedylsérine est
transloqué vers la couche externe de la membrane cytoplasmique, ou il sert de molécule marqueur
pour les macrophages. Les Annexines, sont des protéines homologues ubiquitaires qui fixent les
phospholipides en présence de Ca?*. Cette redistribution du phosphatedylsérine est utilisée comme
indicateur d’apoptose. Ainsi, I’annexine V conjuguée a un fluorochrome (le FITC, Fluorescéine
IsoThioCyanate par exemple) est utilisée pour détecter les cellules apoptotiques car elle interagit de
maniére spécifique et forte avec le phosphatedylsérine exposé (Adolphe et al. 2003) (Fig 15). Les

cellules apoptotiques (fixant I’Annexine V) sont ensuite détectées par CMF.
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T Phosphatedylsérine

Figure 15 : Schéma illustrant le principe de détection des cellules apoptotiques par fixation a
I’ Annexine V (Adolphe et al. 2003).

e Protocole
Pour estimer le pourcentage des cellules apoptotiques, Parc et ces collaborateurs (2015) ont
utilisé un kit de détection d’apoptose avec un double marquage Annexine V /IP, suivant le protocole

illustré sur la figure 16.
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[ Traitement des cellules avec de la molécule pendant 72h. ]
l

[ Lavage deux fois avec PBS froid ]
l

[ Fixation dans de 1’éthanol a 70% pendant 1h. ]
l

[ Remise des cellules en suspension dans un tampon de liaison )

l

Ajout de 5 puL. d’annexine V-FITC et 5 uL de IP/Incubation a I'obscurité et a
température ambiante pendant 15 min.

l

[ Mesure de la répartition des cellules apoptotiques par cytométrie en flux. J

~N

Figure 16 : Protocole du test de I’annexine V et analyse par CMF (Parc et al., 2015).

I.5. Test de Mesure des Espéces Réactives de ’Oxygéne (ROS)
= Principe

Les ROS ont beaucoup retenu l'attention de la communauté scientifique au cours des
derniéres années, ils ont été considérés comme des agents cytotoxiques en raison des dommages
oxydatifs qu’ils causent a la cellule (Gardes et Bonnefont,2003).

Ce test permet d’identifier des changements dans 1’état oxydatif des cellules cancéreuses, afin
d’évaluer le potentiel d’une substance a réduire les défenses antioxydantes des cellules cancéreuses
qui présente un effet mortel pour ces derniéres (Pelicano et al., 2004). Un agent fluorescent DCFH-
DA est utilisé dans le protocole ci-dessous (fig 17) pour quantifier le taux d’espéces intracellulaires
réactives de I’oxygéne (ROS), cet agent se transforme en DCF (dichlorofluorescéine) hautement
fluorescent lors de I’oxydation par les ROS généré dans la cellule, cette fluorescence est
proportionnelle a la quantité des ROS (Parc et al., 2015).

5y
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e Protocole

Le niveau des ROS intracellulaires a été déterminé en mesurant la conversion oxydative de
2,7 DCFH-DA perméable par les cellules en DCF fluorescent. Le protocole est présenté ci-

dessous :

Traitement des cellules pendant 24 ,48 ou 72heures.

|

Lavage des cellules avec du PBS.

!

Incubation avec du DCFH-DA a 37°C pendant 30min.

|

Détection de la distribution de fluorescence DCF Par analyse Fluoro- spectrophotométrique a
une longueur d’onde d’excitation de 488nm et une longueur d’onde d’émission de 535nm.

Figure 17 : Protocole de mesure des ROS avec le colorant DCFH-DA (Parc et al., 2015).



II. RESULTATS

L’activité anticancéreuse des alcaloides isoquinoléiques a savoir la berbérine, la sanguinarine
vis-a-vis des lignées cancereuses du pancréas a eté déterminée par plusieurs chercheurs via les
différents tests cités précédemment. Les résultats retrouvés expliquent ’aspect moléculaire de
I’effet anticancéreux via 1’induction de I’inhibition de la prolifération cellulaire, I’arrét du cycle
cellulaire, ’apoptose, ainsi que I’effet sur les différents facteurs protéiques intervenant dans la

régulation.

11.1. Effet Cytotoxique

Taux de croissance apres traitement

Pour mieux connaitre 1’effet que présentent les alcaloides isoquinoléiques sur les lignées
cellulaires du cancer pancréatique, 1’étude de ’effet cytotoxique via une méthode de coloration

pourrait répondre a cette derniere.

Le Bleu de Trypan est utilise comme colorant cellulaire toxique qui pénetre dans la cellule
sous conditions. Son exclusion nécessite de 1’énergie que seules les cellules vivante aunait capable
d’apporter. Les cellules blanchétres entourées d’un anneau bleu correspondent a la fraction vivante,

tandis que celle colorées entierement en bleu présentent la proportion morte (Aroussia et al., 2015).

Afin de déterminer I'effet de la berbérine sur la croissance cellulaire, PANC-1 et MIA-PaCa2
ont été traités avec 1-15 UM de berbérine pendant 72 heures. Comme le montrent les figures 1 A et
B, Le traitement a la berbérine a inhibé la croissance cellulaire de maniére dose-dépendante dans les
cellules PANC-1 et MIA-PaCa2 (Parc et al., 2015). Les ICso ont été déterminé graphiquement :
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Figure 18 : Taux de croissance cellulaire apres traitement de PANC-1(A et C) ou MIA-PaCa2 (B et
D) des lignées cellulaire de cancer du pancréas avec de la BBR ou de la Gemcitabine. Les cellules
témoins ont été traitées avec de 1’eau distillée, de la BBR (A, B : 1, 5, 7,10 ou 15 uM) ou de la
Gemcitabine (C, D : 0, 5, 1, 5,10 ou 50 nM) pendant 72h (Parc et al., 2015).

Comme indiqué sur la figure 18, la berbérine exerce un effet cytotoxique dose dépendant

vis-a-vis les deux lignées cancéreuses PANC-1 et MIA-PaCaz2.

Le taux de réduction est de 10 a 50% pour la lignée PANC-1traitée par la gamme de
concentration de BBR ; comparant a une réduction allant jusqu'a 80% pour la Gemcitabine. La
lignée MIA-PaCa2 semble étre plus sensible a 1a BBR que la lignée précédente. L’étude statistique
a montré une significativite des résultats en comparant au contréle (.*P<0,05, **P<0,01) (Parc et
al., 2015).

Les valeurs de I’IC50 de la BBR étaient d’environ 15 pM et 10 pM pour PANC-1 et MIA-
PaCa2 respectivement en comparaison aux ICsg de la Gemcitabine sur les deux lignées PANC-1 et
MIA-PaCa2 qui étaient respectivement de 10 nM et 7 nM (Parc et al., 2015).
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La sanguinarine, un autre alcaloide isoquinoléiques quaternaire, a également entrainé une
diminution significative de la viabilité cellulaire dose-dépendante vis-a-vis les deux lignées
cellulaires du cancer de pancréas AsPC1 et BXPC-3 avec les ICso respectifs de 10uM et 8uM (Fig
19) (Haseeb et al., 2006).
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Figure 19: I’effet de la sanguinarine sur la viabilité cellulaire mesuré par 1’analyse d’exclusion au

bleu de Trypan sur les lignées AsPC-1 et BxPC-3 (Haseeb et al., 2006).

11.2. La Distribution des Cellules dans les Phases du Cycle Cellulaire Cytométrie

en Flux (CMF)

Pour déterminer si la diminution du nombre de cellule était le résultat d'un arrét du cycle
cellulaire ou d'une apoptose, ou d'une combinaison des deux, Ming et al. (2014) ont analysé la

teneur en ADN des cellules cancéreuses pancréatiques.

Comme représenté sur la figure 20, Les résultats montrent une augmentation de la proportion
de cellules en phase GO/G1 pour la lignée PANC-1 d’environ 18% par rapport au contrdle (61+
2%), parallelement a cette accumulation nous observons une diminution progressive des cellules en

phase S et G2/M (Fig 20) (Ming et al, 2014).
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Figure 20 : Analyse du cycle cellulaire par CMF (Ming et al, 2014).

Ces données suggerent que l'inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses du pancréas
PANC-1 par la berbérine est associée a l'induction de I'arrét du cycle cellulaire en phase G1 (Ming
et al, 2014).

11.3. Effet sur les Protéines Régulatrices du Cycle Cellulaires

Afin de mieux comprendre 1’effet de I’arrét du cycle cellulaire, d’autres études ont été réalisé

sur les extraits protéiques des cellules cancéreuses précédentes

L’immunoblot a été analysé a I’aide d’anticorps qui détecte I’état phosphorylé de 1’acétylCoA
carboxylase (ACC) a Ser’®. Le traitement des cellules PANC-1 et MiaPaCa-2 avec la BBR & induit
une augmentation marquée de la phosphorylation de I’ACC a Ser’® de maniére dose-dépendante
(Ming et al, 2014).
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Figure 21 : Détection de 1’état phosphorylé de I’ACC et I’AMPK par immunoblot respectivement
sur Ser” (Ming et al, 2014).

I1.4. Apoptose Cellulaire apres Traitement (par Cytométrie de flux)

L’apoptose est une mort cellulaire programmée nécessaire a 1’homeéostasie tissulaire au
cours de développent. Les cellules cancéreuses acquierent la capacité a échapper a 1’apoptose.
Restaurer la capacité des cellules tumorales a mourir est une stratégie thérapeutique qui permet de

lutter contre le cancer.

Les résultats de ce test sont présentés en mode quadrants ou chaque quadrant caractérise le

pourcentage des cellules mortes et vivantes en présence de BBR et en fonction de la concentration



tel qu’il est illustré dans la figure 22 (Guohong Zhang, 1997). Les pourcentages déterminés sont

obtenus & partir 10* cellules analysées.
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Figure 22 : Représentation en mode quadrant des pourcentages de cellules vivantes et mortes apres

double marquage IP/Annexine V (Guohong Zhang, 1997).

La figure 23 A et B représente le taux d’apoptose dans les deux types de lignées cellulaires
PANC-1 et MIA-PaCaz2 respectivement apres un traitement a la BBR pendant 72h.

La Gemcitabine est utilisé dans les mémes conditions pour les deux lignées cellulaires comme

témoin de comparaissant de I’amplitude de 1’effet positif (Parc et al., 2015).

La figure 23A, montre une différence dans le comportement des cellules notamment la lignée
PANC-1. En effet, les pourcentages suggérent une diminution remarquable des cellules vivantes
d’environ 15% par rapport au contrdle, induisant un déplacement vers les parties IP+ correspondant
aux cellules apoptotiques/nécrotiques, avec une transition dominante par le quadrant IP- /Annexine

V+ (cellules apoptotiques) (Parc et al., 2015).

Dans le cas de lignée MIA-PaCa2, une diminution de 21% des cellules vivantes par rapport au
contrle (Fig 23B) avec un taux peu significatif des cellules apoptotiques (5,7+0,3% cellules

apoptotiques par rapport a 2,8+1,1% contréle) (Parc et al., 2015).

.
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Figure 23 : Analyse de 1’apoptose cellulaire par CMF (Parc et al., 2015). A : les cellules PANC-1
B : les cellules MIA-PaCaz2.

Les résultats en quadrants ont été interprétés sur la figure 24 en représentation graphique en
histogramme des proportions apoptotiques pour les deux lignées, traitées séparément par la BBR et
la Gemcitabine. Sur la lignée cellulaire PANC-1 la BBR semble étre plus efficace en déclenchant
leur mort par apoptose que la molécule de référence la Gemcitabine (Fig 24 C), tandis qu’avec la
lignée MIA-PaCa2, la molécule de référence reste meilleure (Fig 24 D) (Parc et al., 2015).
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Figure 24 : Représentation graphique en histogramme de 1’analyse de 1’apoptose cellulaire par
CMF. C : les cellules PANC-1. D : les cellulesMIA-PaCa2 (Parc et al., 2015).

Ces résultats ont montré que la BBR induisait la mort cellulaire par apoptose dans les deux lignées

cellulaires cancéreuses du pancréas.



De méme, un autre alcaloide iso quinoléique quaternaire « la sanguinarine » a été évoqué ici par
plusieurs auteurs pour son effet apoptotique vis-a-vis les lignées cellulaires cancéreuse AsPC-1 et
BxPC-3(Haseeb et al., 2006).

Haseeb et ces collaborateurs (2006) ont déterminé si la diminution observee de la viabilité
cellulaire était méditée par une mort apoptotique des cellules AsPC-1 et BXPC-3.A en présence de

la sanguinarine.

Comme le montre la figure 25, la sanguinarine a induit significativement I’apoptose des
deux lignées cellulaires cancéreuses précédentes, de maniére dose-dépendante. L’induction de
I’apoptose était interessente méme a une faible concentration en sanguinarine (200nM) (Haseeb et
al., 2006).

La concentration la plus faible (100nM) n’avait aucun effet mesurable pour la viabilité
cellulaire ou 1’apoptose alors que la concentration la plus élevée (10uM) a tué environ 90% des

cellules cancéreuses (Haseeb et al., 2006).
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Figure 25: Analyse de I’apoptose par CMF induit par la sanguinarine sur les deux lignées
cellulaire AsPC-1 et BxPC-3 (Haseeb et al., 2006).

Afin d'é¢tudier les événements apoptotiques mitochondriaux impliqués dans 1’apoptose
induite par la sanguinarine, les niveaux de la protéine anti-apoptotique Bcl-2 et des protéines pro-

apoptotiques Bax ont été montrés sur la figure 26 (Haseeb et al., 2006).
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La sanguinarine entraine une réduction marquée, au niveau des lignées cellulaires AsPC-1 et
BXPC-3 de I'expression de Bcl-2, cette baisse était concomitante avec 1’augmentation des taux de
Bax. Ces résultats suggerent que la sanguinarine modifie les niveaux des protéines pro-apoptotiques
et anti-apoptotiques d'une maniere a contribuer a la sensibilité des cellules AsPC-1 et BXPC-3 vers
I'apoptose (Haseeb et al., 2006).
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Figure 26 : Analyse par western blot des niveaux des protéines Bcl-2,Bax,Bak,Bid et Bcl-XL dans
les cellules AsPC-1 et BxPC-3 apres traitement a la sanguinarine (Haseeb et al., 2006).



11.5. Niveaux de ROS Intracellulaires apres le Traitement

Il est largement admis que les ROS jouent des roles opposées dans la croissance tumorale, les
métastases et 1’apoptose en fonctions de leurs distributions et concentrations. Ces rdles a double
tranchant dans la progression du cancer comprennent la transformation maligne des ROS et la mort

cellulaire induite par le stress oxydatif.

Parc et ces collaborateurs (2015) ont déterminé 1’effet de la génération des ROS induite
par la berbérine ou la Gemcitabine dans les cellules PANC-1 et MIA-PaCa2.

Le traitement des cellules PANC-1 par 10nM de Gemcitabine ou 10uM de berbérine
pendant 72heures, permet 1’augmentation de la production des ROS comparant aux cellules non
traitées (contréle) (Fig 27) (Parc et al.,2015).
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Figure 27 : Niveaux d’espéces réactives oxygénées intracellulaires (ROS) aprés 72h de traitement a
la BBR (B) Et Gemcitabine (A), les données sont rapportées sous forme d’activités moyennes £SD
(n>3) par rapport au controle. DCFH-DA 2°,7’-diacétate de dichlorofluorescéine. **P<0,01 par
rapport au controle (test Student) (Parc et al.,2015).
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Il est de méme pour la lignée cellulaire cancéreuse MIA-PaCa2, la présence d’une
concentration de 10uM et de 10 nM de BBR et Gemcitabine respectivement, 72h apres permet une
surproduction des ROS par rapport au controle (Fig27) (Parc et al., 2015). Cette augmentation reste
inferieure dans le cas de cette lignée comparent aux cellules de la lignée PANC-1 ce qui laisse dire
encore une fois, que la BBR est plus efficaces sur la lignée PANC-1 par rapport a la lignée MIA-
PaCa2 (Parc et al., 2015).

Il est important aussi de noter que la réponse est temps-dose dépendante dans les deux cas

des lignées cellulaires étant en exposition avec la BBR comme la Gemcitabine (Parc et al., 2015).



Il. DISCUSSION GENERALE

i) Les alcaloides sont des métabolites secondaires ayant un pouvoir puissant en pharmacologie, et

peuvent présenter un effet anticancéreux.

La Berbérine comme la Sanguinarine sont des alcaloides isoquinoléiques quaternaires
produits par certain familles de plantes comme les Papaveraceae, Fumariaceae,... dotés de plusieurs

activiteés biologiques comme pharmacologiques (Paltinean et al., 2013).

Le depistage a grande échelle des effets des médicaments sur le destin des cellules en culture
cellulaire est une premiére étape importante dans I'évaluation de leur efficacité potentielle dans

I'application clinique (Barlovatz-meimon et al., 2003).

La cytotoxicité est une caracteristique clé prise en considération lors du développement des
médicaments anticancéreux, son évaluation se repose sur plusieurs tests comme : test MTT, test

d’exclusion par bleu de trypan...

Le test MTT constitue I'un des principaux tests permettant de déterminer le pouvoir
cytotoxique d’une molécule ou d’un extrait contenant plusieurs molécules. Le MTT est un sel de
tétrazolium qui est réduit en formazan, de couleur pourpre, essentiellement par la succinate-
déshydrogénase mitochondriale. L’intensité de la couleur produite est proportionnelle au nombre de
cellules vivantes. Cependant, certains composés phytochimiques peuvent moduler 1’activité de la
succinate-déshydrogénase ou interagissent directement avec le MTT et par conséquent peut sous-
estimer le potentiel cytotoxique de ce composé. Aussi des cellules collées peuvent étre considérées
comme une intensité et par conséquent une seule cellule comparant a d’autres techniques moins
rapides certes et plus fatiguant mais beaucoup plus fiables comme le test d’exclusion au BT qui

permet & la fois d’estimer le taux de viabilité comme de mortalité (Aroussia et al., 2015).

Le Bleu de Trypan est un colorant d'exclusion utilisé pour colorer sélectivement les cellules
mortes ayant perdu la sélectivité membranaire, ici employé par certains chercheurs pour évaluer
I’effet antiprolifératif de la Berbérine et la Sanguinarine. Il est important de signaler que sont peu
les études qui ont exploré l'effet anti-tumoral des alcaloides isoquinoléines in-vitro. Les deux
alcaloides précédents ont fait 1’objet d’une étude pour déterminer leur effet antiprolifératif vis-a-vis
les lignées cellulaires du cancer pancréatique (PANC-1, MIA-PaCa2, ASPC-1 et BxPc-3) (Casey et
al., 2008).
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Le traitement des lignées cancéreuse PANC-1 et MIA-PaCa2 avec la berbérine a inhibé leur
croissance cellulaire de maniere dose-dépendante via la réduction de la viabilité cellulaire avec des
ICso respectifs de 15uM et 10uM (Parc et al., 2015).

Parallelement la Gemcitabine, un anticancéreux de synthese utilisé en chimiothérapie mais
présentant une multitude d’effets secondaires, a également inhibé la croissance cellulaire de
maniére dose-dépendante des lignées PANC-1 et MIA-PaCa2e avec des ICso de 10nM et 7nM

respectivement (Casey et al., 2008).

La Sanguinarine en comparant avec les résultats de la Gemcitabine, a également entrainé une
diminution significative du nombre de cellules viables dépendant de la concentration avec des I1Cso
respectives de 10puM, 8uM pour les lignées ASPC-1 et BxPc-3 (Haseeb et al., 2006)..

Des résultats obtenus, on remarque une sélectivité de réponse d’une lignée a 1’autre qui peut
étre due a la sensibilité de la lignée cellulaire vis-a-vis de la molécule (BBR et sanguinarine) ou a
une réponse spécifique d'un tissu (Bandana et al., 2012).

De nombreuses études précédentes ont montré que des extraits provenant de solvants
organiques tels que le chloroforme sont plus actifs que la fraction aqueuse (Jin-Jan et al., 2012).
Ceci indique probablement que les principes actifs non-polaires, qui peuvent contenir des cycles
aromatiques ou des groupes organiques, tels que l'azote, sont responsables de I'activité

antiproliférative (Rozenblum et al, 1997).

En thérapeutique traditionnelle, 1’utilisation de I’eau comme phase extractive des principes
actifs est tres récurrente. Cependant, cette pratique s’accompagne toujours de 1’emploi d’une
température élevée (infusion, distillation et décoction). Encore une fois on peut conclure que les
substances a caractere alcalin comme la berbérine et la sanguinaire présentent une forte
hydrophobicité par la présence de cet azote cyclique ce qui donne une meilleurs biodisponibilité qui

résulte d’une bonne diffusion membranaire (Lu et al.,2012).

il) Afin d’évaluer I’impact de 1’inhibition de la prolifération sur la répartition des cellules
pancréatiques cancereuses dans les différentes phases du cycle cellulaire, Casey et al. (2008) ont

analysé le contenu d’ADN des cellules.

La cytométrie de flux (CMF) est définie comme 1’étude de cellules isolées entrainées par un
flux liquide (Jacobberger et al., 2011).La méthode est basée sur la capacité a diviser le cycle

cellulaire en trois phases selon la teneur en ADN des cellules au cours de ces phases: GO/G1 (2n),
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phase d’activation des cellules, S (2n a 4n), phase de synthése de I’ADN, G2/M (4n) phase de
mitose(Grunwald et al., 2010).

Généralement, 1’Todure de Propidium (IP) est utilisé comme traceur (fluorochrome), cet agent
intercalant se fixe a I’ADN et I’ARN double-brin, d’ou la nécessité d’ajouter de la RNase avant
analyse (Adolphe et al. 2003).Les cellules étant analysée individuellement, I’intensité de chaque
fluorescence est proportionnelle a la quantité d’ADN présente dans la cellule. Toutefois la CMF ne
permet pas de distinction entre les phases GO (phase quiescente) et G1 (phase de préparation a la
synthese d’ADN) ainsi qu’entre les phases G2 (préparation a la mitose) et M (mitose) (Grunwald
et al., 2010).

Ainsi, I’histogramme d’ADN pour une lignée cellulaire donnée est caractérisé par deux pics
séparés par un espace (Fig 28). Le premier pic, qui est généralement plus important (en termes de
surface), représente les cellules en phase GO/G1 (2n) et le second pic représente les cellules en
phase G2/M (4n) car il posséde une intensité de fluorescence deux fois supérieure a celle du premier

pic. Les cellules entre les deux pics correspondent aux cellules en phase S (Meijer, 2006).

La méthode détecte également les cellules a quantité d’ADN inférieure a 2n (sous-G1), celles-
ci correspondent a des cellules mortes (apoptotiques) ou a des débris cellulaires. Enfin, les cellules a
contenu supérieur a 4n sont détectées en fin de diagramme (cellules polypoides). Généralement ce

sont les cellules cancéreuses qui présentent ce type d’aberration génétique (Meijer,2006).
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Figure 28 : Représentation de I’histogramme d’ADN aprés marquage a I’'IP

L’axe des x : représente la quantité d’ADN et I’axe des y représente le nombre d’événements
(cellules) (Krueger et Wilson, 2011).

La cycline D 1 appartient a une famille de protéines kinases qui ont été impliquées dans la
régulation du cycle cellulaire. Des études sur la caractérisation de I'expression de la cycline D1 dans

6 lignees cellulaires de cancer du pancréas humain cultivées et dans des tissus pancréatiques
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humains normaux et cancéreux ont montré qu’un transcrit ' ARNm de cycline D1 était présent dans
toutes les lignées cellulaires et dans tous les tissus pancréatiques. Les niveaux d'’ARNm de cycline
D1 étaient 2,1 fois plus élevés dans les cancers du pancréas que dans les tissus pancréatiques
normaux (p < 0,0002) (Mantena et al.,2006).Les patients cancéreux avec des niveaux de cycline
D1 inférieurs (n = 16) avaient une survie médiane de 15,5 mois tandis que les patients avec des
niveaux plus élevés (n = 16) avaient une survie médiane de 6,5 mois (p < 0,007). Ces données
indiquent que I'expression de la cycline D1 peut servir de prédicateur de la survie postopératoire
chez les patients atteints de cancer du pancréas, et soulevent la possibilité que les modalités de
traitement bloquant I'activité de la cycline D1 puissent avoir un role futur dans la thérapie de ces
patients (Guo et al., 2015).

De nombreuses études ont montré I’effet inhibiteur des alcaloides isoquinoléiques parmi la
Berbérine vis-a-vis I’expression de la Cycline D1 sur différentes types de cancer (Bougoffa-
Sadaoui et al., 2016 ;Yon-Xian et al.,2016). Selon les résultats ici cités, qui révelent I'inhibition de
la prolifération cellulaire des cellules cancéreuses du pancréas par la berbérine via I’arrét du cycle
cellulaire en phase GO/G1 semble étre du a I’inhibition de la cycline D1 qui engendre une
inhibition de la cascade des réactions de phosphorylations via I’inhibition de transmission des

signaux de division cellulaire(Mantena et al.,2006).

La formation des tumeurs pourrait étre liée a une mutation de certains enzymes de type kinase ou

a des défauts de signalisation dans les voies impliquant le complexe TSC /mTOR ou la protéine p53

qui sont connu pour étre controlés par I’AMPK et que son activation exerce une fonction de point

de contrble métabolique qui permet I’inhibition de la prolifération des cellules cancéreuses
(Gowans et al., 2013).

Des études mécanistiques ont révélé que la berbérine induisait une puissante activation de

I'AMPK, comme le montre la phosphorylation d’acétylCoA carboxylase a Ser "°(Ming et al, 2014).

Les cyclines D1 /D3 et CDK2/ 4/6, agissent comme des régulateurs clés du point de contréle G1-S
et ses régulateurs dépendent de PAK4, un type de sérine/thréonine kinase qui favorise la survie
cellulaire et inhibe 1’adhérence cellulaire, est considéré comme un régulateur dans la signalisation

des cellules cancéreuses (He et al.,2012).

Selon ces différents résultats, la berbérine et la sanguinarine peuvent améliorer le pronostic des
tumeurs cancéreuses du pancréas par inhibition de la cycline D1 et donc pourront étre de futures

anticancéreux (Ming et al, 2014).
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iii) il est admis que les cellules cancéreuses montrent une résistance a 1’apoptose. Réintroduire une
signalisation cellulaire efficace pour induire 1’apoptose offre une stratégie prometteuse pour une
thérapie ciblée anticancéreuse. Plusieurs études montrent que [I’inhibition de génes anti-
apoptotiques dans le cancer du pancréas ont été menées et ont montrées des résultats encourageants
(Redza-Dutordoir et Averill,2016).

Les effets de la BBR et la sanguinarine sur 1’induction de 1’apoptose des cellules PANC-1,
MIA-PaCa2, AsPC-1 et BxPC-3 ont été déterminées, et les résultats montrent une induction
apoptotique (Haseeb et al., 2006 et Parc et al., 2015).

La mort cellulaire apoptotiques est déclenchée a travers les récepteurs de la mort (TNFR, Fas)
ou la voie mitochondriale. Les deux voies entraine ’activation des Caspases et le clivage des

protéines intracellulaires (Green et Llambi,2015).

La production des ROS peut également induire la mort cellulaire comme 1’apoptose en
provoquant des dommages a ’ADN ou en régulant différentes voies de signalisation et différents
facteurs de transcription qui sont impliqués dans ces processus, y’ compris la phospho-inositide 3-
kinase (PI3K)/Akt et le géne suppresseur de tumeur p53. Ainsi une variété d’agents est utile, tant
qu’ils peuvent induire 1’apoptose via des voies dépendantes ou indépendantes de la Caspase

(Redza-Dutordoir et Averill, 2016).

La BBR a induit I’apoptose des cellules PANC-1 et MIA-PaCa2 via 1’augmentation du
niveau de production des ROS intracellulaires de maniére dose dépendante (Parc et al., 2015). Cela
peut s’expliquer par le fait que la surproduction des ROS provoque un stress oxydatif qui nuit aux
structures cellulaires et peut activer des processus de mort cellulaire. L’induction des ROS par le
GEM est considérée comme l'un des mécanismes de son activité anti tumorale (Shen et al.,2016).
Notamment, les traitements par GEM ont augmenté le niveau des ROS intracellulaires dans les
cellules pancréatiques MIA PaCa-2 et PANC-1(Mercedes et al.,2021).

Une augmentation des ROS intracellulaires observée dans les cellules MIA PaCa-2 et
PANC-1 suggére que la BBR induit une cytotoxicité via un mécanisme médié par les ROS dans ces
lignées cellulaires. D’autres études cliniques ont montré que la chimiothérapie prolongée réduit les
ROS cellulaires globaux ce qui peut étre un obstacle qui freine 1’effet de la molécule (Bhardwaj et
al., 2020 ). Pour ces raisons, afin d'éviter la chimiorésistance, I'utilisation de composés capables de
surmonter les mécanismes antioxydants et de promouvoir des niveaux élevés de ROS représente

une stratégie thérapeutique prometteuse pour induire la mort des cellules cancéreuses et inhiber la
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progression du cancer (Dong et al., 2013). On peut dire que les alcaloides isoquinoléiques a savoir

la berbérine ou la sanguinarine peuvent étre utilisés comme agoniste en chimiothérapies.

D’autres résultats ont montré que la sanguinarine a induit la mort cellulaire par « apoptose »,
via I’augmentation d’expression des niveau des protéines pro-apoptotiques Bax en méme temps

d’une diminution de I’expression des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 (Haseeb et al.,2006).

Des études ont montré que chaque type de cellule est protégé par au moins un membre de
I'anti-apoptotique de type Bcl-2. Dans les cellules du carcinome pancréatique, Bcl-XL joue le role
le plus important dans la protection contre de l'apoptose médiée par Fas et TRAIL et se trouve
constitutivement surexprimée dans les lignées de cellules cancéreuses pancreatiques hautement
résistantes a l'apoptose (Kim et Joh,2013). Par conséquent, on pense donc que Bcl-XL peut étre

une cible idéale pour une thérapie contre le cancer du pancréas.

En effet, sous I’influence de différents stimuli intracellulaires, les protéines pro-apoptotiques
Bax et Bak s’oligomérisent, s’insérent a la membrane mitochondriale pour former le pore de
permeabilité transitoire (PTP). L’ouverture du PTP conduit a la libération dans le cytoplasme du

cytochrome c qui active les voies apoptotiques (Kroemer & Reed, 2000).

Le cytochrome C libéré va s’associer avec la protéine Apaf-let la procaspase-9 pour former
un complexe protéique appelé apoptosome au sein duquel la procaspase-9 va étre activée par
clivage protéolytique. La caspase-9 va ensuite a son tour activer par clivage les Caspases effectrices
3 et 7 qui sont & I’origine des dommages cellulaires conduisant a la mort par apoptose (Riedl et
Shi,2004).

L’un des déterminants moléculaires régulant la réponse des cellules cancéreuses du pancréas a
la chimiothérapie et aux rayonnements ionisants est la protéines suppresseur du tumeur p53, qui sert

de composante essentielle de la ou des voies de ’apoptose (Y.Nio et al.,2001).

Les lignées cellulaires PANC-1 et MIA-PaCa2 possédent des mutations dans p53, nous
émettons 1’hypothése que le traitement a la BBR entrainait une diminution de p53 et une
augmentation de sa phosphorylation a la sérine-15 dans les deux lignées cellulaires examinées
(Haseeb et al.,2006).

Des études ont montré que le mutant p53 peut étre phosphorylé sur différents sites in-vitro et
in-vivo et la phosphorylation de la sérine-15 ou sérine-315 tend a restaurer la fonction de type

sauvage de la protéine mutée. Ainsi, la régulation positive de la phosphorylation de la p53 suggére
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que la BBR, en fait, peut étre capable de restaurer la fonction de type sauvage de p53. Cependant,

des études supplémentaires sont nécessaires pour établir cette suggestion (L.F.Zerbini et al.,2005).
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Conclusion et Perspectives

On désigne par cancer plus d’une centaine de maladie, la quasi-totalité des tissus de
I’organisme pouvant étre atteints. Chaque cancer présente des caractéristiques qui lui sont propre
mais les mécanismes qui engendrent ces tumeurs sont communs. Il s’agit d’une maladie génétique
acquise due a la prolifération anarchique, au sein d’un tissu, de cellules ignorant les signaux de mort

cellulaire et n’obéissant qu’a leur programme de réplication.

Les alcaloides constituent un groupe a grande spécificité et efficacité dirigée contre
plusieurs types de cancer métastatiques chimio-résistants, de ce fait 1’action de ces derniers a été
I’objet de notre étude bibliographique sur le cancer du pancréas, en particulier les lignées cellulaires
épithéliales et mésenchymateuses « PANC-1 » et « Mia-PaCa2 », les plus utilisées pour 1’étude du

cancer pancréatique (Base de données ATCC).

Par ailleurs, la suite de I’étude sait focaliser sur deux alcaloides iso quinoléiques qui sont la
« Sanguinarine » (Haseeb et al., 2006) et la « Berbérine ». Pour étudier leurs effets anticancéreux

vis-a-vis des deux lignées cancéreuses précédentes (Parc et al. ,2015).

A partir des résultats du chapitre précédent on conclue que, la Berbérine présente une
cytotoxicité envers les cellules «Mia-PaCa2» plus importante comparé a I’effet cytotoxique
observé vis-a-vis la lignée cancéreuse «PANC-1». Il est de méme pour la Sanguinarine qui

semblait étre plus efficace sur la lignée « BXPC-3 » que sur la lignée « AsPC1 ».

La Gemcitabine, anticancéreux de référence, reste plus efficace sur le plan thérapeutique
avec des ICso plus faible que les deux alcaloides précédents vis-a-vis les mémes lignées

cancéreuses, sauf que son profile toxique est assez génant (Parc et al., 2015).

L’analyse de ces cellules par Cytométrie en flux, a montré ’effet de ces molécules sur le
cycle cellulaire, et cela par 1’augmentation de la fraction de population en phase GO/G1 ce qui a
suggéré I’empéchement ou le ralentissement de la transition G1/S au niveau des lignées cellulaires

citées précédemment (Ming et al, 2014).

L’analyse par western blot, de certains marqueurs du cycle a révélé, une réduction des taux
de cycline D1, en présence des alcaloides isoquiniléiques. Cette réduction peut expliquer I’arrét du
cycle cellulaire en phase G1. De plus, il est connu que les cellules de cancer du pancreas, comme

d’autres cancers, sur-expriment la cycline D1, leur conférant ainsi un mauvais pronostic. L’action
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Conclusion et Perspectives

des alcaloides isoquinoléiques sur la cycline D1 confirme ses effets prometteurs (Bougoffa-sadaoui
et al. ,2016).

De plus, le suivi de la mort cellulaire induite éventuellement par ces molécules a été
effectué par réalisation d’un double marquage a I’IP et Annexine V. les résultats ont démontré des
comportements différents au niveau des deux lignées cancéreuses testées. Ainsi une population pré-
apoptotique était présente dans le cas de la lignée « PANC-1» tandis qu’un taux peu significatif des

cellules apoptotiques dans la lignée « Mia-PaCa2» a été observé (Guohong Zhang, 1997).

De tous les résultats collectés lors de notre recherche bibliographique, on peut dire que les
alcaloides isoquinoléiques ici présenté par la Berbérine et la Sanguinarine, avec leur effet
anticancéreux assez puissant a différents niveaux a savoir sur la viabilité ainsi que la mortalité des
lignées cellulaires du cancer pancreatique, « PANC-1, Mia-Paca2, BxPC-3 et AsPCL1 », sont des

candidats anticancéreux assez intéressants

Néanmoins, 1’obtention de la AMM (Autorisation de Mise sur Marché) nécessite encore de
franchir d’autres étapes sur le plan préclinique avant de passer au clinique. Il est important aussi
d’établir certains parametres pharmacologiques a savoir les études pharmacocinétique,

pharmaceutique et autres.
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Glossaire médicale

Glossaire médicale

Cellule pré-néoplasique : Les lésions pré néoplasiques signifient avant la nouvelle croissance.
Elles apparaissent avant le néoplasme (terme médical pour tumeur), ou les cellules proliférent. Les
Iésions néoplasiques sont donc des marqueurs d'un possible développement cancéreux.

Espace rétro-péritonéal : espace situé dans I'abdomen, en arriére du péritoine dont il est séparé par
une membrane graisseuse.

Canal pancréatique : il constitue le conduit pancréatique principal, il permet de drainer la majeure
partie de la glande.

Sens antéro-postérieur : relatif a un axe allant de I’avant a ’arriére.

Vaisseaux mésentérique : elles ont pour fonction d'apporter du sang oxygéné aux organes de
I'abdomen.

Hile hépatique : Le lobe carré et le lobe caudé sont sépares par un sillon appelé le hile du foie.
C'est au niveau du hile que la veine porte et I'artére hépatique pénétrent dans le foie, et que passent
des canaux biliaires majeurs.

Carcinome : c’est un type de cancer qui commence dans les cellules qui composent la peau ou les
tissus qui tapissent les organes.

Glucagon : hormone produite par le pancréas dont la fonction est d'augmenter la glycémie

Insuline : est une hormone naturellement produite par le pancréas, plus précisément par des cellules
spécialisées situées dans les Tlots de Langerhans. Elle permet au glucose (sucre) d'entrer dans les
cellules du corps.

IRM : Imagerie par résonance magnétique est I'une des techniques d'imagerie médicale les plus
récentes. Elle permet de visualiser avec une grande précision les organes et tissus mous, dans
différents plans de I'espace. Il est ainsi possible de déterminer la position exacte de lésions
autrement invisibles.

TDM : La tomodensitométrie est un examen d'imagerie lors duquel on utilise un ordinateur pour
assembler une série de clichés radiographiques afin de créer des images détaillées a 3D d'organes,
de tissus, d'os et de vaisseaux sanguins du corps.

Carcinogenese : est l'ensemble de phénomenes transformant une cellule normale en cellule
cancéreuse.

Cellule acineuse : Les cellules acineuses pancréatiques ont pour fonction de synthétiser les
enzymes digestives ainsi qu'un fluide primaire riche en NaCl qui permet le maintien en solution et
facilite le transport des enzymes qu'elles sécrétent.
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Stade métastatique : Un cancer métastatique se traduit par la migration de cellules cancéreuses
d'un cancer primitif, appelées métastases, vers d'autres organes (foie, cerveau, poumons, 0s,
péritoine) ou des ganglions lymphatiques.

Facteur angiogéniques : L'angiogenése est un processus cellulaire induisant la formation de
vaisseaux sanguins dans une tumeur. Elle favorise le développement de metastases.
Certains facteurs induisent cette néoformation de vaisseaux.

Anorexie : trouble du comportement alimentaire se manifestant par une perte de poids

intentionnelle.

Résection tumoral : Une résection est un retrait chirurgical d'une partie d'organe ou d'un tissu
pathologique comme une tumeur. On peut aussi parler d'ablation

Pancréatite chronique : La pancréatite chronique est une inflammation chronique du pancréas qui
entraine des lésions permanentes structurelles associées a une sclérose et des sténoses canalaire,
suivie d'une atteinte des fonctions exocrine et endocrine (insuffisance pancréatique).

Oncologie digestive : L'oncologue digestif joue un rdle pivot de coordination entre ces différentes
spécialités afin d'optimiser la prise en charge thérapeutique du patient atteint d'un cancer digestif. Il
est également responsable et expert dans la prescription et le suivi de chimiothérapie.

Cholestase : est définie par la diminution de la formation de la bile (ou cholérése), une fonction
hépatique non directement mesurable en pratique.

Suc pancréatique : le suc pancréatique est un liquide biologique sécrété par le pancréas exocrine
dans la lumiére digestive. C'est le suc le plus complet. Il est composé de deux constituants
principaux : des bicarbonates et sels.

Toxicité : La toxicité est la mesure de la capacité d’une substance chimique, radionucléide,
molécule organique, etc. a provoquer des effets néfastes et mauvais pour la santé ou la survie chez
toute forme de vie, qu'il s'agisse de la vitalité de I'entité ou d'une de ses parties

Non résécable : Terme qui désigne une maladie qui ne peut pas étre traitée ou une tumeur qui ne
peut pas étre enlevée (réséquée) au moyen de la chirurgie

Ceelioscopie : est une technique chirurgicale qui permet d'opérer a l'intérieur du ventre en ne faisant
que des petites incisions. Cette technique est la voie d'abord privilégiée de la chirurgie a l'intérieur
de I'abdomen.

Biopsie : consiste a prélever un fragment de tissu ou d'organe (peau, foie, poumon, paroi du colon,
glande, ganglion, etc.), afin de I'analyser au microscope.

Nab-paclitaxel : Le paclitaxel lié a une nanoparticule d'aloumine est un médicament antimitotique
utilisé dans le traitement du cancer du sein, le cancer du poumon et le cancer du pancréas. Dans
cette chimiothérapie, I'albumine sérique transporte le paclitaxel. Il est parfois appelé nab-paclitaxel.
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5- Fluoro-uracile : est un médicament utilisé dans le traitement de certains cancers. Il appartient a
la classe des médicaments anti métabolites.

L’oxaliplatine : L'oxaliplatine est un médicament, administré en intraveineux, anti-cancéreux de
synthése du groupe des agents dérivés de platine

L’irinotécan : est un médicament anticancéreux utilisé dans le traitement des cancers colorectaux.
L'irinotécan est un pro-médicament dont le métabolite actif inhibe la topo isomérase 1 induisant des
cassures de I'ADN préférentiellement dans les cellules cancéreuses.

Mésenchymateuses : Les cellules souches mésenchymateuses (CSM) sont des cellules souches
multipotentes que I'on trouve dans la moelle osseuse et qui sont importantes pour produire et réparer
les tissus squelettiques tels que le cartilage, les os et les graisses.

Tumorigenése : peut étre considérée I'accumulation de mutations génétiques dans les cellules qui
affectent les génes suppresseurs de tumeur ainsi que les oncogenes.



CLSY) paat oy dga gand) daall i€ BB jnae Gl i) Gl s grial Ll Jaee gl Gy
(oSl e e LA OB Gl Lad (Galirie 5 () OmlsiSs Gl sl Aadlal)
DA aad S LAY e de seae YA e (PANC-1 MiaPaCa2 , AsPC-1, BXPC3)
QA s )50 Jidad | JlasSll 200l jlma 52 5 Galasan aladiul 45 lae J3A (e () Gl ] sliadll
sl Gk oo Ao gl o adiad 48 jhay LAY sad lady (0 0 o) oo GESTT LAY Gl ddaud
skl Gla ok oo S sladll o8l Cpthiues Gole Lein G1 Ala el & 4080 5 ) 50 il
PANC-1, MiaPaCa2 <¥tull ISIUMAL Gl 13ana 1580 G pall < jelal S

PANC-1 LA mapuall LA Cige (g5 Gronod) Al Cise O dilad jedal @lly ) ALl
el LOAN hga (B S S8 0 ) 5 (ol s gy ) (el A1 3o 50 MIA-PaCa2
83 5 Bel-2 Alaindl saliaal) i g pll (5 give (add (33 3l e ASPC-1 et BXPC3 Y3l
ol LOAN e 3o3an UL s Bax el LA & gal 5y gall i 5l (5 g

550 ¢ Oaud) e ¢ LAY S ¢ Gl Sal Gl e ¢ el iS5 5y il rAgalidal) cilaldl)

Cadal)

3




RESUME

En raison de sa mortalité élevee, le cancer du pancréas est devenu un important souci de santé
publique. Le potentiel thérapeutique des alcaloides isoquinoléiques (BBR et sanguinarine) est
déterminée vis-a-vis des lignées cellulaires cancéreuses du pancréas a savoir PANC-1, MIA-
PaCa2, AsPC-1 et BXPC-3 a travers un ensemble de tests. L’effet anticancéreux de la BBR est
déterminé en comparant son utilisation avec celle de la Gemcitabine étant le standard de traitement
par chimiothérapie. L’analyse du cycle cellulaire par CMF & révéler que la BBR inhibe la
croissance cellulaire de maniére dose-dépendante en induisant 1’arrét du cycle cellulaire en phase
G1 tandis que la Gemcitabine exerce son effet anti-prolifération par 1’arrét de la phase S. La BBR
a démontré également un effet cytotoxique dose-dépendant spécifique vis-a-vis des deux lignées
MIA-PaCa2 et PANC-1.En outre, 1’analyse de la mort cellulaire a démontré que la BBR déclenche
I’apoptose des cellules PANC-1 et MIA-PaCa2 par un mécanisme qui impliquait la production de
ROS. La sanguinarine a déclenché a son tour de maniére significative 1’apoptose des lignées
AsPC-1 et BXPC-3 en diminuant le niveau des protéines anti-apoptotiques Bcl-2 et en augmentant
le taux des protéines pro-apoptotiques Bax favorisant ainsi la mort cellulaire programmée par
apoptose.

Mots clés : Alcaloides isoquinoléiques, Cancer pancréatique, Lignées cellulaires, Thérapie
anticanceéreuse, cycle cellulaire.

ABSTRACT

Due to its high percentage of mortality, pancreatic cancer is becoming an important public health
issue. The therapeutic potential of Isoquinoleic Alkaloids (the berberine and sanguinarine) is
determined via pancreatic cancer cell lines specifically PANC-1, MIA-PaCa2, AsPc-1 and BxPC-
3 through a series of tests. The anti-cancer effects of the BBR is bitter mind by comparing its usage
along with the gemcitabine which has been the standard treatment by the chemotherapy the
analysis of the cell cycle by CMF revealed that BBR inhibits cell growth in a dose-dependent
manner by inducing cell cycle stopping it in G1 phase while gemcitabine exerts its anti-
proliferation effect by stopping it in the S phase. BBR also demonstrated a dose-dependent specific
cytotoxic effect against both MIA-PaCa2 and PANC-1 cell lines. In addition, cell death analysis
showed that BBR triggered apoptosis of PANC-1 and MIA-PaCa2 cells by a mechanism that
involved ROS production. The sanguinarine in turn significantly triggered apoptosis in AsPC-1
and BxPC-3 cell lines by decreasing the level of anti-apoptotic Bcl-2 proteins and increasing the
level of pro-apoptotic Bax proteins thereby promoting programmed cell death by apoptosis.

Keywords: Isoquinoleic Alkaloids, Pancreatic Cancer, Cell lines, Cancer therapy, Cell cycle.




