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I. INTRODUCTION

Ces dernières années, l’intérêt porté aux molécules bioactives naturelles et leurs propriétés

thérapeutiques, a augmenté considérablement. Des recherches scientifiques dans diverses spécialités

ont été développées pour l’extraction, l’identification et la quantification de ces composés, á partir de

plusieurs organismes naturels á savoir, les plantes médicinales, les produits agroalimentaires

(Rajasekaran et al., 2008), les animaux et récemment, de nouvelles sources ont été explorées comme

les lichens, les microorganismes et les organismes marins (Holdt & Kraan, 2011).

Les animaux sont utilisés dans la médecine traditionnelle depuis l’antiquité, jusqu'à présent

certaines populations, en Brésil, Turkie, Moyen orient, Inde, Chine et Corée utilisent encore les

insectes, les gastéropodes, les reptiles, les amphibiens et même les oiseaux et les mammifères pour

traiter différentes maladies. Cependant, de nombreuses espèces de mollusques gastéropodes marins

ou terrestres sont également utilisées dans la zoothérapie telle que Theba pisana, Helix pomatia et

Helix aspersa (Benítez, 2011 ; Barros et al., 2012).

En pharmacologie, le mucus d’escargot sert à la préparation de certains médicaments toujours 

sur le marché : l'Hélicidine, la Pertussidine et la Pomaticine. L’escargot est utiliséá de multiples fins

thérapeutiques : traitement des brûlures, des douleurs de l’estomac, des maladies cardiovasculaires, 

ainsi que les vertiges et les évanouissements (Bonnemain, 2005). Il constitue une bonne source de

protéines, de magnésium, de calcium, de fer et d’oméga 6(Ozogul et al., 2004 ; Cagiltay et al.,

2011). Il contient une lectine marqueur de tissus métastasiques (Walker et al., 1993 ; Rambaruth, et

al., 2012), il secrète des molécules á action mycolytique, á activité spasmolytique des voies

respiratoires, ainsi que des neurotoxines dont les dérivés sont de puissants analgésiques (Bonnemain,

2005).

Par ailleurs, les cancers sont des maladies qui résultent d’un ensemble detransformations

malignes des cellules de l’organisme durant lesquelles, elles présentent certaines propriétés

biologiques ; l’activation continue des voies de signalisation responsables de la prolifération

cellulaire, l’inactivationdes gènes suppresseurs des tumeurs, la résistance á la mort cellulaire et la

stimulation de l’angiogénèse(Hanahan & Weinberg. 2000). Récemment, les chercheurs ont aussi

rajouté deux autres caractéristiques, la reprogrammation de l’énergie et le métabolisme cellulaire

ainsi que l’échappement au système immunitaire. Les transformations malignes sont aussi favorisées

par le micro environnement, l’instabilité du génome et l’inflammation (Hanahan & Weinberg, 2011).
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Cependant, la plupart des agents anti- cancéreux ont pour but principal d’induire une mort 

cellulaire programmée dans les cellules tumorales. La mort cellulaire programmée est une réponse

cellulaire, cruciale durant le développement qui permet l’élimination des cellules indésirables

(Kroemer et al., 2009). L’apoptose est le type de mort cellulaire programmée le plus étudié. La

cascade apoptotique est déclenchée par un stress mitochondrial ou par une activation des récepteurs

de mort cellulaire comme le TNFR. Ce dernier est capable de déclencher d’autres formes de mort

cellulaire programmée, appelées « non apoptotiques » comme la nécrose programmée ou la

nécroptose (Christofferson & Yuan., 2010 ; Portt et al., 2011).

Les cellules communiquent entre elles par contact direct ou par l’intermédiaire de molécules 

informatives comme les cytokines. La liaison d’un ligand avec son récepteur membranaire provoque

une modification de sa conformation qui aboutit à la phosphorylation du récepteur lui même oud’une 

enzyme qui lui est associée. Cette première phosphorylation entraîne l’activation en cascade d’autres 

enzymes appelées les protéines kinases qui activent les facteurs de transcription. Ces derniers se

fixent sur l’ADN est régulent la synthèse de protéines spécifiques(Hubbard & Till, 2000).

La perturbation d’une ou plusieurs voies de signalisation ou des mutations auniveau des

gènes codant pour leurs protéines entrainent l’apparition de nombreuses maladies. En effet, environ

40% des mélanomes contiennent des mutations affectant la structure de la protéine Raf, ce qui induit

une activation continue de la voie MAP kinase (Davies et al., 2002). De manière similaire, la

mutation de la sous unité catalytique du phospho inositol 3 kinase (PI3K) ou du mTOR provoque une

hyperactivité des voies PI3K et l’AKT/PKB entrainant l’apparition des cancers du sein, des ovaires

ou du colorectal (Janku et al., 2011 ;Cizkova et al., 2012).

Les études sur les voies de bio-signalisation et leurs perturbations au cours des maladies

inflammatoires et auto-immunes ont permis le développement de nouvelles classes thérapeutiques.

Plusieurs stratégies de contrôle de la transduction sont possibles : le blocage des voies de

signalisation avec des inhibiteurs pharmacologiques ou l’augmentation de l’expression d’un 

inhibiteur naturel. Les voies TRAF/NF-κB, MAPK, PI3K/ AKT et JAK/STAT constituent

actuellement les cibles thérapeutiques les plus importantes (Ferrajoli et al., 2006 ; Baud & Karin,

2009 ; Courtney et al., 2010 ; Lauring et al., 2013)

En réalité, de nombreux traitements sont utilisés dans les maladies inflammatoires inhibent

quelques unes de ces voies. Exemple, les glucocorticoïdes inhibent la voie NF-κB en augmentant 

l’expression de l’ARN messager (ARNm)  de  IκB  ce qui séquestrent le NF-κB  dans  le  cytosol. La  
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salazopyrine (utilisée en traitement des colites et la maladie de crohn) inhibe la même voie en

agissant surl’IKK alors que le léflunomide diminue la dégradation deIκB (Stuhlmeier, 2005).

Récemment, de nouvelles approches ont été explorées pour développer de nouveaux agents

anti- cancéreux plus sélectifs ciblant les voies de mort cellulaire (Bruin & Medema, 2008).

L’apoptose est simulée par des peptides inhibiteurs de la protéine BcL2 (O'Brien et al., 2007), des

activateurs des caspases 3, 6, et 9 et récemment des agents induisant une activation des récepteurs de

mort TRAIL (Nagaraj et al., 2006). Les autres types de mort cellulaires programmée nécroptose et

autophagie sont ciblées principalement par des agents alkylants de l’ADN et des inhibiteurs des

gènes suppresseurs de tumeur TP 53 et PTEN (Zong et al., 2004).

Dans ce contexte, l’objectifde notre étude est de tester les effets d’unextrait aqueux de

l’escargot Helix aspersa, une espèce très abondante et largement consommée dans la région

méditerranéenne, sur la réponse inflammatoire ainsi que sur la prolifération tumorale et quelques

voies de bio-signalisation impliquées dans le processus de mort cellulaire.

Dans un premier lieu nous allons tester la capacité de l’extrait à piéger les radicaux libres vu 

que la plupart des molécules anti tumorales possèdent une certaine capacité anti-oxydante et que les

cellules tumorales produisent des taux élevés de ROS (reactive oxygen species) (Schumacker, 2006 ;

Lee & Kang, 2013), ce qui a fait du statut redox une de nouvelle cible thérapeutique (Trachootham et

al., 2009).

Dans un deuxième temps, nous évaluons l’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire.

Cette partie comporte deux aspects, une étude in vitro sur l’activité des macrophages, des cellules 

principales dans la réponse immunitaire inflammatoire et anti-tumorale. Une étude in vivo sur la

réponse inflammatoire chronique chez les souris. Nous avons choisi un modèle d’inflammation 

chronique induite par les lipopolysaccharides (LPS) d’Escherichia coli. L’effet de l’extrait sera 

déterminé sur les taux de la cytokine pro-inflammatoire et anti -tumorale TNFα.

Une analyse histologique sera envisagée sur la rate et le foie. La rate est un organe lymphoïde

siège de la réponse immunitaire alors que le foie est un organe de métabolisme, indicateur de toxicité

et le site principal de la clearance des LPS. Cet organe constitue également un bon site de la réponse

inflammatoire, vu que les hépatocytes produisent de nombreux médiateurs inflammatoires.

La dernière partie de notre travail est consacrée á l’étude de l’effet antitumoral de l’extrait in

vitro sur une lignée du cancer du sein. Nous procédons á l’étude de la cytotoxicité de l’extrait vis-à-
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vis des cellules tumorales. Ensuite nous étudionsle mode d’action de l’extrait, en déterminant le type

de mort cellulaire qu’il induit.

L’effetde l’extrait a été aussi testé sur quelques voies de signalisation cellulaire. Nous ciblant

d’abord l’apoptose et ses voies intrinsèque et extrinsèque,á travers l’étude de l’expression des gènes 

BcL2 et TNFα. Les gènes suppresseurs de tumeurs TP53 et PTEN et finalement la voie NF-κB qui

est impliquée dans le contrôle de la prolifération cellulaire et la transduction du signal á travers les

récepteurs TNFR (Fig. 1).

Figure 1 : Schéma représentant les différentes voies de signalisation cellulaire selon Hanahan &

Weinberg. 2000. Les flèches en bleu indiquent les voies ciblées dans notre étude.
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1- Les radicaux libres :

Un radical libre est une espèce chimique possédant un électron célibataire sur sa

couche périphérique.  La molécule d’oxygène (ou dioxygène, O2) présente la particularité d’avoir la 

structure d’un biradical libre, en raison de ses deux électrons célibataires situés sur les deux orbitales

de plus grande énergie.

L’oxyde d’azote (NO) est un radical peu réactif, synthétisé à partir d’un atome d’azote et 

d’une molécule d’oxygène, ne possédant qu’un seul électron sur ses orbitales.

Dans les phénomènes de stress oxydant prenant place dans les milieux biologiques, les

radicaux libres qui interviennent, partagent pour caractéristique celle d’avoir un électron célibataire

sur un atome d’oxygène ou d’azote. Ceci leur confère la dénomination  d’espèces réactives de

l’oxygène (ROS ; O2, O2
-, OH, H2O2, O3) ou de l’azote (RNS ; NO2, ONOO−, N2O3 et HNO2).

Les ROS et les RNS sont connues pour jouer un double rôle dans les systèmes

biologiques, puisqu’ils  peuvent  être  à  la  fois  nocifs  mais  aussi  bénéfiques,  voire  indispensables  

pour les organismes vivants (Valko et al., 2004).

2- Le stress oxydant :

Le stress oxydant est défini comme le résultat d’un déséquilibre entre la production de 

composés pro-oxydants et leur élimination par les antioxydants. Il résulte de l’action d’un ensemble 

de facteurs incluant, les agents chimiques carcinogènes (Klaunig et al., 1998), les radiations

ionisantes (Azzam et al., 2012) et même le régime alimentaire (un régime riche en pro-oxydant ou

pauvre en anti-oxydant comme la vitamine C et E) (Sies et al., 2005). Les cellules altérées par ces

facteurs produisent des taux élevés de radicaux libres principalement les ROS (Trachootham et al.,

2009) (Fig 2).

Le stress oxydant joue un rôle central dans de nombreuses pathologies telles que

l’athérosclérose (Vogiatzi et al., 2009), le diabète de type 2 (Pitocco et al., 2010), les pathologies

neurodégénératives (Darvesh et al., 2010), les maladies inflammatoires chroniques (Roessner et al.,

2008) ou encore la dégénérescence musculaire (Khandhadia et al., 2010). Il a également été

montré que le stress oxydant joue également un rôle central dans l’initiation, la progression et la

malignité de nombreux cancers (Sosa et al., 2013). Afin de maintenir l’homéostasie redox de la

cellule, il existe de nombreux systèmes de défense antioxydants endogènes ou exogènes,

enzymatiques ou non.
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Les antioxydants enzymatiques représentent la composante la plus importante des systèmes

de défense cellulaires contre les attaques oxydatives. Ces enzymes sont hautement conservées et

présentes chez l’ensemble des mammifères (comme la superoxyde dismutase, la catalase, le

glutathion peroxydase) (Shinde1 et al., 2012).

Parmi les antioxydants non-enzymatiques, on distingue des composés endogènes (le

glutathion, l’acide urique, la bilirubine et l’ubiquinol) et des composés exogènes comme les

vitamines C et E et les polyphénols qui sontprincipalement apportés à l’organisme par l’alimentation

(Levine et al., 2011 ; Veres, 2012).

Figure 2: Schéma représentant les différents facteurs induisant la génération des radicaux libres

oxygénés et les conséquences de cette production au niveau cellulaire (Trachootham et al., 2009)
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3- Les dommages induits par le stress oxydant:

Les dommages induits par le stress oxydant se résument principalement en, une peroxydation

des lipides, une oxydation des protéines et des mutations de l'ADN. Ces altérations peuvent conduire

à des pertes de fonction et d'intégrité, voire à la mort cellulaire notamment par l'intermédiaire de

l'apoptose.

3-1 La peroxydation lipidique :

Les premières cibles des ROS sont les lipides, particulièrement ceux présents dans les

membranes cellulaires. Les membranes riches en acides gras polyinsaturés sont très sensibles à

l'oxydation en raison de leur degré élevé d'insaturation (Hulbertl, 2005 ; Pamplona et al, 2000).

L'oxydation des lipides génère des peroxydes lipidiques qui sont eux-mêmes très réactifs. La

peroxydation de lipides induit une modification de la fluidité, de la perméabilité et de l'excitabilité

des membranes (Hong et al, 2004). Elle fournit également une grande variété de produits qui peuvent

réagir avec les protéines et l'ADN (Marnett, 1999). Parmi les produits formés lors de la peroxydation

lipidique l'isoprostane, le malondialdéhyde (MDA), les acides thiobarbiturique (TBARS) et le 4

hydroxynonenal (4-HNE) qui représentent les marqueurs de la peroxydation lipidique les plus étudies

(Cen & Niki, 2006 ; Janicka et al., 2010) (fig. 3)

3-2L’oxydation des protéines :

Les modifications oxydatives des protéines par les ROS provoquent l’introduction d’un 

groupe carbonyl dans la protéine. Les réactions d’oxydationprotéiques sont classées en deux

catégories. D’une part, celle qui cassent les liaisons peptidiques et modifient les chaines peptidiques,

et d’autrepart, les modifications des peptides par addition de produits issus de la peroxydation

lipidique comme le 4-HNE. De telles modifications conduisent généralement á une perte de fonctions

catalytiques ou structurales des protéines (Bandyopadhyay, 1999) (fig 4).
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Figure 3: Réactions biochimiques de peroxydation des lipides (selon Mimica-Dukić et al.,

2012)

Figure 4: Réactions biochimiquesd’oxydation des protéines (selon Berlett & Stadtman, 1997).
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3-3 Les altérationsde l’ADN:

Le stress oxydant étant principalement d’origine mitochondriale, cet organite constitue la 

première cible des ROS. En effet, le génome mitochondrial présente une susceptibilité au stress

oxydant qui est 10 fois supérieure à celle du génome nucléaire vu que les mécanismes de réparation

sont plus faibles que celui de l’ADN nucléaire, l'absence d'histones protectrices autour de l’ADN

mitochondrial et sa localisation proche de la membrane interne source principale des ROS (Kazak et

al., 2012).

Les radicaux libres semblent diffuser á travers les membranes cellulaires et sont formés

surtout au cours des processus d’inflammation. Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est le radical le plus

actif contre l’ADN, il induit une fragmentation des chromosomes et une oxydation de l’ADN. Le

peroxynitrite, à son tour, possède un double effet, il entraine une oxydation et une nitration des bases

d’ADN. Les produits résultants de la peroxydation lipidique comme le MDA représentent des

mutagènes puissants. Le MDA réagit avec les différentes bases pour former le déoxyguanosine, le

déoxyadenosine, et le déoxycytidine. Ce genre d’interaction est souvent détectédans les oncogènes et

les gènes suppresseurs de tumeurs (Marnett, 2002 ; Wang et al., 2004)

4- Stress oxydant, inflammation et cancer

Dans les conditions physiologiques les radicaux libres sont produits pas les cellules

inflammatoires et les cellules épithéliales. Ils sont essentiels pour l’activité des phagocytes, ils 

possèdent un rôle anti-bactérien, ils participent dans la transduction du signal et la régulation du cycle

cellulaire (Robinson, 2008).

L’effet desradicaux libres sur la tumorigénese dépend de leurs concentrations, du type

cellulaire et du micro- environnement. Les cytokines pro-inflammatoires stimulent l’expression et

l’activation de l’oxyde nitrique synthase(NOS) et du cyclooxygénase COX2 qui génèrent les

radicaux libres (Yang et al., 2007) (fig.5).

Les cellules cancéreuses présentent des altérations et des dysfonctionnements au niveau des

mitochondries, qui représentent le site majeur de la production et de la consommation des ROS. Le

stress oxydant provoque des altérations au niveau de l’ADN mitochondrial(comme cité

précédemment) et de la chaine respiratoire (transport des électrons) (Zorov et al., 2006).
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Les études épidémiologiques ont montré l’existence d’un stress oxydatifchez les patients atteins de

cancer (McEligot et al., 2005; Lu et al., 2007). Plusieurs recherches ont suggéré que les cellules

cancéreuses sont sous stress oxydatif continue, elles produisent des taux élevés des ROS (Pervaiz &

Clement, 2004; Schumacker et al., 2006; Kryston et al., 2011). Ces radicaux jouent un rôle

important dans les différents stades de carcinogénèse (Klaunig & Kamendulis, 2004). Ils stimulent la

signalisation de MAPK/AP1 et du NF-κB (Morgan & Liu, 2011). Ils augmentent l’expression du 

VEGF et favorisent la production des MMP. L’administration des ROS semble augmenter les

métastases alors que l’administration des anti- oxydant les inhibe (Ferraro et al., 2006).

L’oxydation des protéines peut entrainer une altération dans de nombreuses protéines

impliqués dans la régulation du cycle cellulaire comme la P53, il a été démontré que le des taux

élevés de RNS entraine une modification et une accumulation de la protéine P53 dans le cytoplasme

(Hussain et al., 2003).
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Figure 5: Schéma représentant le rôle des radicaux libres dans l’inflammation et la tumorigénèse

(Hussain et al., 2003).
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1- L’inflammation

L’inflammation est une réponse immunitaire naturelle qui se développe suite á une lésion

tissulaire provoquée par des facteurs physicochimiques (irradiations, brûlures, traumatismes

mécaniques…)ou des infections microbiennes (bactériennes, virales ou parasitaires). Elle a pour but

d’éliminer l’agent pathogèneet réparer les lésions tissulaires. Elle peut être aigue ou chronique

(Medzhitov, 2008).

L’inflammation aigue est une réponse immédiate, de courte durée (quelques jours),

caractérisée par des phénomènes vasculo- exsudatifs intenses. Ce type d’inflammation guérit

spontanément ou avec une thérapeutique.

L’inflammation chronique par contre est une réaction généralement, n'ayant aucune tendance

à la guérison spontanée et qui évolue en persistant ou en s'aggravant pendant plusieurs mois ou

plusieurs années. L’inflammation évolue souvent vers une chronicité selon l’agressivité du

pathogène, le siège de l’inflammationou la présence des anomalies de régulation du processus

inflammatoire.

1-2- L’inflammation aigue

L’inflammation débute parla reconnaissance du microorganisme ou les lésions tissulaires á

travers la détection, par les cellules de l’immunité naturelle, des motifs PAMPs (pathogen associated

molecular patterns) associés aux micro- organismes ou des DAMPs (damage asociated molecular

patterns) associés aux cellules endommagées de l’organisme. Ces motifs sont reconnus par des

récepteurs spécifiques tels que les TLRs (toll like receptor) et les NLRs ou NOD like recepetors

(intracellular nucléotide binding domain and leucine repeat containing receptors) (Roach et al.,

2005 ; Proell et al., 2008).

Une fois activés les TLRs activent la voie NF-ҝB qui va stimuler l’expression des gènes des 

cytokines inflammatoires (O'Neill et al., 2013) ; TNFα, IL-6, IL-1ß et les chimiokines. Il est

important de signaler que l’IL-1ß est synthétisé d’abord sous forme de zymogen pro- IL-1ß, dont

l’expression de son ARNm est TLR dépendante et sa maturation en IL-1ß nécessite un clivage par la

caspase 1 et implique un complexe de haut poids moléculaire appelé inflammasome (Ahmed, 2011 ;

Latz et al., 2013). (fig 6).
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Ces médiateurs favorisent le recrutement des cellules effectrices telles que les neutrophiles,

les monocytes et les lymphocytes (phase cellulaire), ainsi que l’activation de l’endothélium 

vasculaire (phase vasculaire).

Figure 6:Structure de l’inflammasome (Tschopp & Schroder, 2010)
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1-2-1 La phase vasculaire ou vasculo-exudative

Cette phase est définie par les 4 signes cardinaux rougeur, douleur, gonflement et douleur.

Elle comporte les phénomènes suivants; Congestion active, œdème et diapédèse. 

La congestion est caractérisée par une vasodilatation et uneaugmentation de l’apport sanguin.

L’œdème inflammatoire résultedel’augmentation de la perméabilité vasculaire etde l’augmentation

de la pression hydrostatique causée par la vasodilatation, de l’apport d’un liquide appelé exsudat

constitué d’eau, des protéines plasmatiques, d’anticorps, de facteurs du complément et de coagulation

vers le site inflammatoire, entrainant un gonflement interstitiel des tissus qui en comprimant les

terminaisons nerveuses provoque la douleur (Nathan, 2002).

La phase suivante permet la migration des leucocytes en dehors de la microcirculation á

travers l’endothélium capillaire et leur accumulation au niveau du foyer lésionnel. Elle intéresse

d'abord les polynucléaires (pendant les 6 à 24 premières heures), puis un peu plus tard (entre 24 à 48

heures) les monocytes et les lymphocytes.

La diapédèse leucocytaire est donc déterminée par la liaison de molécules complémentaires

des leucocytes et des endothéliums. L'adhérence des leucocytes aux cellules endothéliales fait d'abord

intervenir des sélectines : E-sélectine et P-sélectine sur les endothéliums et L-sélectine sur les

leucocytes. Les sélectines se lient par leur domaine lectine à des formes sialylées d'oligosaccharides

Sialyl- Lewisx. Il en résulte une adhésion brève et faible qui ne permet pas le passage trans-

endothélial mais un roulement des leucocytes à la surface endothéliale (Weber et al., 2007 ; Strell &

Entschladen, 2008) (fig 7).

Rapidement d’autres molécules sont exprimées et permettent une adhésion solide des

leucocytes á la surface de l’endothelium. Il s'agit de l'interaction entre les molécules d'adhérence

endothéliales appartenant á la super famille des immunoglobulines (ICAM-1 et VCAM 1) et les

intégrines présentes sur les leucocytes activés par des cytokines (exemples : LFA-1 pour les

polynucléaires, ICAM1 et VLA-4 pour les lymphocytes et VCAM1 à la surface endothéliale). A la

phase de passage trans-endothélial, d'autres molécules d'adhésion interviennent (par exemple

PECAM-1 ou CD31) permettant la migration cellulaire à la surface de la matrice extra- cellulaire

(Golias et al., 2007 ; Bell, 2009).



Partie bibliographique Chapitre 2: l’inflammation                                                    

16

Figure 7: Les différentes étapes de migration des leucocytes vers le site inflammatoire

(Weber et al., 2007)

1-2-2 La phase cellulaire:

Les neutrophiles sont les premiers phagocytes á atteindre le foyer inflammatoire suivis de

monocytes qui vont se différencier en macrophages. D’autrestypes de cellules peuvent également

intervenir telle que les mastocytes, les cellules dendritiques,les fibroblastes…. etc (Karhausen et al.,

2013; Segura & Amigorena, 2013).

Durant cette phase la phagocytose représente le phénomène principal, les neutrophiles sont

responsables, également, de la création d’un environnement cytotoxique par les libérations des ROS

et des RNS et de nombreuses protéinases. La libération de ces molécules nécessite une

consommation élevée d’oxygène et de glucose, ce processus est appelé « le brust respiratoire »

(Kolaczkowska et al., 2013).

Les cellules inflammatoires secrètent de nombreux médiateurs, des cytokines, des radicaux

libres, des eicosanoïdes (prostaglandines et leucotriènes), la sérotonine et les kinines… etc. Ces

médiateurs sont responsables du maintient de la réponse inflammatoire et même des dommages

tissulaires causés par les inflammations (Wang & Dubois, 2010).

Les macrophages et les cellules dendritiques migrent vers les organes secondaires, activent les

lymphocytes T et polarisent la réponse en stimulant la différenciation des Th0 naïfs en Th1, Th2,

Th17 ou Treg (Awasthi & Kuchroo, 2009 ; Ashley et al., 2012). (fig.8)
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1-2-3 La résolution et la détersion

Elle succède progressivement la phase vasculo-exsudative et elle est contemporaine de la

phase cellulaire. La détersion peut être comparée à un nettoyage du foyer lésionnel: c'est l'élimination

des tissus nécrosés, des agents pathogènes et du liquide d'exsudat. La détersion prépare

obligatoirement la phase terminale de réparation-cicatrisation. Si la détersion est incomplète,

l'inflammation aiguë va évoluer en inflammation chronique (Ahmed, 2011).

La phase de résolution est aussi caractérisée par la sécrétion de nombreux médiateurs anti-

inflammatoires comme les lipoxines, les resolvines et les protectines, qui ont pour rôle de réduire la

perméabilité vasculaire et la diapédèse. Ils stimulent l’apoptose des neutrophiles en bloquant la voie 

NF-ҝB(Janakiram & Rao, 2009 ; Maskrey et al., 2011). En même temps, ils augmentent l’activité 

phagocytaire des macrophages pour phagocyter les neutrophiles en apoptose.

L’élimination des neutrophiles constitue un élément très important dans la résolution de

l’inflammation (El kebir & Filep, 2013 ; Freire & Van Dyke, 2013) (fig. 8).

1-2-4 Réparations et cicatrisation :

La réparation se traduit par la constitution d'un bourgeon charnu, c’est un tissu conjonctif

transitoire. Il apparaît précocement, 1 à 4 jours après l'agression. Il précède et prépare la regénération

épithéliale (Ortega-Gómez et al., 2013).

Le bourgeon charnu est constitué de néovaisseaux, de fibroblastes, d'une matrice extracellulaire.

Son remodelage aboutit à la cicatrisation (Velnar et al., 2009).
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Figure 8: Schéma récapitulatif des différentes phases de l’inflammation aigue (Ashley et al., 2012)
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1-3- L’inflammation chronique

L’inflammation chronique estune réponse inflammatoire prolongée qui se définit

histologiquement par la présence continue de macrophages, de lymphocytes et de granulomes au

niveau du tissu lésé. La persistance de l’inflammation est à l’origine de nombreuses pathologies

comme l’alzheimer, l’athérosclérose, l’asthme, le diabète et le cancer (Iwalewa et al., 2007 ;

Vendramini-Costa & Carvalho, 2012).

1-4- Inflammation et cancer.

Les études épidémiologiques ont révélé que 17,8% des cancers dans le monde sont causés par

des conditions d’inflammation chronique. Plusieurs observations ont montré l’existence d’une 

relation étroite entre le cancer colorectal, par exemple, et les inflammations chroniques de l’intestin 

telles que les colites ulcéreuses et la maladie de Crohn (Freeman, 2008). Des corrélations entre, le

développement des carcinomes hépatiques et l’inflammation provoquée par les infections au virus

d’hépatites B et C, ou entre les cancers gastriques et l’infectionpar Helicobacter pylori ont été

reportées (Wroblewski et al., 2010).

L’inflammation peut être due également á des lésions physico-chimiques. En effet, des

corrélations entre le tabagisme et les cancers des bronches, l’asthme chronique et le cancerdu

poumon ont été aussi prouvées (Melamede, 2005 ; Akinosoglou et al., 2013).

            Le processus par lequel l’inflammation provoque la transformation des cellules tissulaires en 

cellules tumorales est encore mal connu, mais il semble aussi vrai que la tumeur altère la fonction

immunitaire et donne á l’inflammation une fonction pro-tumorigénique. (Ganda et al., 2009).

Cependant, les cellules immunitaires infiltrant la tumeur peuvent entrainer la régression de la

tumeur comme elles peuvent participer à sa croissance. Au cours de l’inflammation les granulocytes

et les macrophages produisent des taux élevés de médiateurs génototoxiques ; les ROS et les RNS qui

endommagent l’ADN et augmentent de ce fait la fréquence des mutations (chapitre 1 partie

bibliographique) (Grivennikov et al., 2010).

Par ailleurs, les cellules tumorales produisent de nombreux médiateurs pour recruter les

cellules immunitaires. Elles secrètent le MCP (macrophage chemotactic protein) qui stimule la
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migration des monocytes circulants vers le site de la tumeur où ils vont se différencier en

macrophages « tumor associated macrophages TAMs » (Quatromoni & Eruslanov, 2012).

Ces dernières cellules soutiennent la croissance tumorale à travers leur capacité d’intervenir 

dans le remodelage tissulaire et la production de facteurs de croissance. Ils produisent, des molécules

immuno- suppressives comme l’IL-10 et les PGE2 pour protéger la tumeur contre l’action du 

système immunitaire. Des molécules favorisant la croissance, l’invasion et l’angiogénèse comme le

VEGF (vascular endothelial growth factor) et l’endothéline 2 et les protéases MMP2 et MMP9 qui

sont responsable de la dégradation de la matrice extra cellulaire. Les TAMs libèrent égalementl’EGF

(epidermal growth Factor) pour stimuler la prolifération des cellules épithéliales.

Les neutrophiles sont aussi recrutés par la tumeur via des chimiokines (CXC), leur apoptose

est inhibée par l’intermédiaire des facteurs de croissance hématopoïétiques (G-CSF et GM-CSF)

produits par les cellules tumorales. Ces neutrophiles produisent des facteurs de croissance (comme le

HGF (hepatocytes growth factor) qui augmentent la capacité de migration et d’invasion locale des 

cellules tumorales. Ils participent aussi au processus d’angiogenèse par la production de VEGF, d’IL-

8 et MMP 9 (Tazzyman et al., 2009).

Les lymphocytes T sont également recrutés dans le foyer tumoral par une série de

chimiokines produites par les cellules tumorales ou les macrophages. Ils produisent le MIF

(macrophage inhibitory factor) que son action inhibitrice sur l’expression du p53 a été récemment

montrée (Jung et al., 2008). Les lymphocytes T immuno-régulateurs CD4+CD25+ naturels

représentent jusqu'à 30% de l’infiltrat leucocytaire intra-tumoral (Tan et al., 2011)

De nombreuses études ont montré également, le rôle des cytokines produites par les TAMs et

les cellules tumorales dans le développement des cancers. Les cytokines contribuent au

développement tumoral soit par stimulation de la prolifération et la différentiation des cellules ou par

inhibition de l’apoptose danscellules endommagés.

Cependant, des taux élevés de cytokines inflammatoires ont été enregistrés dans différents

types de cancer; IL-1 augmente l’expression du VEGF. L’IL-6 stimule la prolifération des cellules

épithéliales et l’expression de facteur de transcription STAT3 qui joue un rôle crucial dans la

régulation du cycle cellulaire (Li et al., 2011 ; Obeid et al., 2013).

Le TNFαconstitue, la cytokine majeure dans la réponse inflammatoire chronique, elle

possède un double effet pro et anti cancéreux. Des corrélations entre les cancers hépatiques et
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gastriques, le cancer du sein, les lymphomes non hodgkinien et le polymorphisme TNFαont été

largement reportés (Hosgood et al., 2013).

Elle possède également un effet cytotoxique destructif sur la tumeur et sa vascularisation.

Paradoxalement, elle endommage l’ADN des cellules épithéliales et inhibe sa réparation. A des doses

fortes le TNFαest cytotoxique pour les cellules tumorales, par contre á des doses faibles il stimule

leurs progression (Balkwill, 2009). Le TNFαaugmente aussi le recrutement des leucocytes, il active

les lymphocytes T anti-tumoraux et stimule la voie de signalisation NF-κB. A travers laquelle, il

maintient une réponse inflammatoire prolongée et stimule l’expression de nombreux médiateurs 

inflammatoires et des molécules d’adhésion (Waters et al., 2013).
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1- Définition

La mort cellulaire programmée est un processus essentiel dans le développement des

organismes. Elle permet le maintient de l’homéostasie tissulaire et l’élimination des cellules

indésirables. Il existe plusieurs types de morts cellulaires, définis selon des critères morphologiques,

biochimiques et fonctionnels (Bialik et al., 2010).

Actuellement la notion de mort cellulaire programmée ne regroupe pas uniquement l’apoptose 

qui a été considérée pour longtemps comme étant le seule type de mort cellulaire programmée mais

aussi la nécrose programmée et l’autophagie (Ouyang et al., 2012).

2-L’apoptose

Dès 1972, l’équipe de Kerr a montré que, dans plusieurs types cellulaires, la mort est précédée

par une condensation du noyau et du cytoplasme, une fragmentation du contenu cellulaire en corps

apoptotiques (structure membranaire contenant des débris cytoplasmiques et nucléaires) et

l’élimination de ces composants par phagocytose. De plus, ce type de mort cellulaire n’induit aucune 

réponse inflammatoire. Il ont proposé le terme apoptose, qui en grec, décrit la chute des feuilles en

automne, pour identifier ce type de mort cellulaire programmée (Kerr et al., 1972).

2-1- Les voies d’induction de l’apoptose 

L’apoptose est la forme de mort cellulaire programmée la plus étudiée chez les animaux. Chez

ces organismes, on reconnaît principalement deux voies qui conduisent à l’autodestruction cellulaire:

la voie extrinsèque et la voie intrinsèque. Ces deux voies sont complexes et font intervenir un réseau

d’interactions protéiques incluant des récepteurs, des protéines régulatrices et des caspases.

L’apoptose peut classiquement être divisée en trois phases : une phase d’induction ou  

d’initiation,  une  phase  d’exécution  et  une  phase  de  dégradation.  La  phase d’initiation  de  

l’apoptose  est  un  phénomène  réversible  au  cours  duquel  le  signal apoptotique  (intra- ou extra-

cellulaire) est transmis à des caspases initiatrices par des molécules adaptatrices. Ces caspases

interviennent   dans   l’exécution   de  l’apoptose et conduiront à la dégradation de la cellule(Elmore,

2007).
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2-1- 1- La voie extrinsèque ou dépendante des récepteurs de mort cellulaire

L’activation de la voie extrinsèque de l’apoptose se fait en réponseà la fixation de ligands

spécifiques de type cytokines sur des récepteurs de surface appelés récepteurs de mort. Ces

récepteurs de mort appartiennent à la superfamille des récepteurs tumor necrosis factor (TNFR)

et incluent des récepteurs tels que le récepteur Fas, les récepteurs au TNF (TNFR-1, TNFR-2) et

les récepteurs TRAIL et DR-5 (Lavrik et al., 2005 ; Pennarun et al., 2010) (fig. 9).

La  fixation  d’un  ligand  sur  un  récepteur  de  mort  conduit  à  la  trimérisation du récepteur

qui lui permet d’être actif. La signalisation de ces récepteurs est méditée par leurs domaines de mort

Death Domain (DD). L’activation du récepteur conduit au recrutement de protéines adaptatrices Fas

associated death domain (FADD) ou TNF receptor associate death domain (TRADD). Ces dernières

possèdent leurs propres domaines DD par lesquels elles sont recrutées au niveau des récepteurs activés.

Ces protéines adaptatrices possèdent également un second domaine d’interaction protéique appelé

death effector domain (DED) qui interagit alors avec le domaine DED de la pro-caspase 8 ou la

pro-caspase 10 (Falschlehner et al., 2007 ; Park, 2011). Ces caspases initiatrices sont sous forme de

zymogène et sont recrutées par les protéines adaptatrices au niveau des récepteurs de mort et le

complexe ainsi formé est appelé death inducing signaling complex (DISC) (Thorburn, 2004 ;

Carrington et al., 2006) (fig. 9).

La formation du DISC permet le rapprochement des pro-caspases initiatrices 8 et 10 qui sont

alors en mesure de s’activer par autoclivage. La caspase 8 activée active à son tour les caspases

effectrices qui sont responsables de la phase d’exécution de l’apoptose (Kumar, 2007, Rajesh et al.,

2009).

C’est principalement au niveau de la formation du DISC que la voie extrinsèque est régulée.

En effet, il existe une isoforme de la caspase 8 appelée Flice-inhibitory protein (FLIP) (elle contient

2 domaines DED mais pas de site catalytique). Cette protéine agit en compétition avec les caspases

8 et 10 en empêchant leur recrutement au niveau du DISC (Ralph et al., 2006 ; Lavrik & Krammer,

2012) (fig.9).
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Figure 9 : Schéma représentant les deux voies intrinsèque (a) et extrinsèque (b) de l’apoptose. 

(Vucic et al., 2011)
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L’activation directe des caspases effectrices par les caspases 8 et 10 se fait dans des types

cellulaires particuliers tels que les thymocytes. Dans ce type de cellules l’activation de la voie   

extrinsèque conduit à l’exécution de l’apoptose sans intervention de la mitochondrie dans la

signalisation apoptotique (Jost et al., 2009).

Dans les autres types cellulaires, le signal provenant des récepteurs activés n’est pas assez 

fort pour déclencher la cascade d’activation des caspases. Dans ce cas l’activation des caspases

effectrices nécessite une amplification  du  signal  apoptotique  via  l’activation  de  la voie

intrinsèque ou voiemitochondriale de l’apoptose.

Le lien entre les deux voies d’induction de l’apoptose est assuré dans ces cellules par une petite

protéine de la famille des protéines Bcl-2 appelée Bid. En effet, la caspase-8 activée clive Bid au

niveau N-terminal de la protéine permettant l’exposition de son domaine BH3. La forme tronquée de

Bid appelée tBid est alors rapidement transloquée du cytosol vers la membrane mitochondriale où elle

se lie à Bax ou à d’autres protéines pro-apoptotiques de la famille Bcl-2 et induit l’activation de la voie 

mitochondriale de l’apoptose (Tait & Green, 2010 ; Beaudouin et al., 2013).

2-1- 2- La voie mitochondriale ou intrinsèque

La mitochondrie est un organite cellulaire qui joue un rôle primordial dans la physiologie de la

cellule en générant l’énergie nécessaire à toutes les réactions biochimiques de lacellule. Cette énergie

dérive de la production d’ATP. Cependant, en dehors de son rôle métabolique la mitochondrie joue un

rôle clé dans l’apoptose (Wallace et al., 2010).

De manière générale, la voie mitochondriale de l’apoptose est induite par des signaux de stress 

cellulaire tels que l’exposition à des radiations UV, une irradiation γ, des dommages à l’ADN, une   

déprivation en facteurs de survie ou encore suite à l’action d’oncoprotéines, de protéines suppresseurs

de tumeurs comme la protéine p53 ou de protéines de virulence virale et la plupart des agents

chimiothérapeutiques (Kroemer, 2003).

Au cours de l’apoptose, l’eau et les différents solutés pénètrent dans la mitochondrie

provoquant  son  gonflement et l’altération de la membrane externe conduisantau relargage dans le

cytosol de protéines mitochondriales localisées dans l’espace intermembranaire. L’altération de la  

membrane externe de la mitochondrie est généralement associée à une modification de la perméabilité

de la membrane interne conduisant alors à une variation du potentiel mitochondrial (Δψm). Ces

protéines mitochondriales relarguées dans le cytosol sont regroupées sous le nom « soluble

intermembrane mitochondrial protein (SIMPs)» et jouent un rôle dans l’exécution du programme de 
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l’apoptose. Ce groupe de protéines comprend principalement le cytochrome c qui est un des

constituants de la chaine respiratoire, certaines pro-caspases 2, 3, 9 et les protéines Smac/Diablo

(Second Mitochondria-derived Activator of Caspase/Direct IAP Binding protein with Low pI), et

Omi/HtrA2 (HtrA serine peptidase 2). Toutes ces protéines participent dans la régulation de la voie

mitochondriale dépendante des caspases. Les deux autres SIMPs, les AIF (Apoptosis Inducing Factor)

et endonucléase G sont capables d’induire l’apoptose de façon indépendante des caspases (Candé et

al., 2002).

2-1- 2- 1- Les caspases

Après la phase d’initiation de l’apoptose caractérisée par l’activation des voies extrinsèque ou 

intrinsèque, interviennent les phases d’exécution et de dégradation. Ces différentes voies font 

intervenir dans leur déroulement l’activation d’une famille de protéases appelées les caspaces 

(Cystéine ASPartyl protéASEs). Ces enzymes possèdent un résidu cystéine dans leurs sites actifs et

clivent leurs substrats après un résidu aspartate (Lamkanfi et al., 2007). Chez les mammifères, il existe

14 caspases (dont 12 sont présentes chez l’humain) que l’on classe en trois sous-types: les caspases

initiatrices (2, 8, 9, 10) et les caspases exécutrices apoptotiques (ou effectrices, caspase 3, 6, 7), ainsi

que les caspases inflammatoires (caspases 1, 4, 5, 11 et 12 et 13 jouent un rôle dans l’activation de 

cytokines pro-inflammatoires comme IL-1ß et IL-18 et ils n’ont pas de rôle dans l’apoptose; la

caspase 14 intervient dans la différentiation des kératinocytes) (Riedl & Shi, 2004, Fink & Cookson,

2005).

Les caspases sont des enzymes synthétisées sous forme de précurseurs inactifs ou zymogènes

(pro-caspases). Elles sont formées de 3 parties principales : pro-domaine, de taille et de séquences

variables, localisé á l’extrémité amino-terminale de la protéine, une grande sous-unité (environ 20

kDa) qui contient le site catalytique de l’enzyme et qui se situe au milieu de la molécule et une petite 

sous-unité (environ 10 kDa) localisée dans la partie carboxy-terminale (Fuentes-Prior & Salvesen

2004). Le pro-domaine peut être constitué de deux motifs différents : le motif CARD (caspase

recrutment domain) et DED qui permettent une interaction entre les caspases. L’activation des pro-

caspases nécessite le clivage du pro-domaine et un clivage entre la grande et la petite sous-unité. Ceci

va permettre un réarrangement du site actif de la caspase en conformation active. Le site actif se trouve

au niveau de la grande sous-unité mais celle-ci doit rester associée à la petite sous-unité pour exercer

sa fonction catalytique (Kumar, 2007 ; Ghavami et al., 2009) (fig.10).
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Les caspases fonctionnent classiquement en hétérotétramères suite à la dimérisation de deux

hétérodimères. En l’absence de tout stimulus apoptotique, les caspases initiatrices existent sous forme

de monomères et les caspases effectrices sous forme de dimères de pro-caspases. (Taylor et al., 2008).

Les caspases initiatrices ont comme substrats les caspases exécutrices, alors que les caspases

exécutrices possèdent des centaines de substrats qui vont contribuer à la destruction de la cellule

apoptotique (Crawford & Wells, 2011). A ce jour, plus de 800 substrats (exemple la protéine Bid de la

familleBcL2, la polymérase ADP ribose, la nucléase DFF40) ont été identifiés et classés en fonction de

leur importance dans la physiologie de la cellule (Fischer et al., 2003).

Figure 10: Schéma représentant les différentes structures des caspases et leurs rôles biologiques
(Taylor et al., 2008)
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2-1- 2- 2 La voie mitochondriale dépendante des caspases

Le déclenchement de la voie mitochondriale dépendante des caspases se fait après relargage du

cytochrome c depuis la mitochondrie. Le cytochrome c est synthétisé au niveau du cytoplasme sous

forme d’un précurseur, il est ensuite, importé dans la mitochondrie où il subit une maturation et exerce

sa fonction physiologique de transport d’électron entre les complexe II et VI de la chaine respiratoire 

(Ow et al., 2008). Au cours de l’apoptose seule la fraction soluble (dans l’espace inter- membranaire)

du cytochrome c est relâchée dans le cytosol, la partie associée avec la membrane interne de la

mitochondrie permettrait á la cellule de continuer á synthétiser de l’ATP,nécessaire á la réalisation de

l’apoptose.

Dans le cytosol, le cytochrome c participe ál’activation de la cascade des caspases en activant

une caspase initiatrice, la caspase-9. L’activation de la caspase 9 se fait au sein d’un complexe

multiprotéique appelé apoptosome. L’apoptosomeest formé de l’assemblage de 7 unités et chacune est

formée de cytochrome c, de protéines Apaf-1,  d’ATP  et  de pro- caspase 9 (Riedl & Salvesen,

2007).

L’apoptosome actif est alors capable de recruter et d’activer les caspases effectrices 3 et 7. La  

caspase 9 active peut alors être libérée dans le cytosol et cliver ses substrats. (Crawford & Wells,

2011).

L’activation de la cascade des caspases est quant à elle régulée par les protéines inhibitrices de 

l’apoptose (IAP, comme XIAP (X-linked IAP), c-IAP-1 ou c-IAP-2) qui se lient directement aux

caspases et empêchent le clivage des caspases nécessaires à leur activation (Riedl & Shi, 2004 ;

Darding & Meier, 2012).

Au cours de l’activation de la voie mitochondriale dépendante des caspases, parmi les SIMPs

relarguées de la mitochondrie se trouvent les protéines Smac/DIABLO et Omi/HtrA2. Ces protéines

sont en fait des inhibiteurs des IAP (Vande Walle et al., 2008 ; Kaufmann et al., 2012).

Le facteur AIF a été identifié et cloné il y a plusieurs années. Cette flavoprotéine de 57 kDa

est  confinée  dans  l’espace  intermembranaire  de  la mitochondrie  en  conditions  de  fonctionnement  

normal.  En  effet,  le  précurseur  de l’AIF (67 kDa) est synthétisé dans le cytoplasme puis importé 

dans la mitochondrie (Joza et al., 2009).  Une  fois  dans  l’espace  intermembranaire,  la  protéine  est 

clivée, elle change de conformation et possède alors probablement une activité NADH oxydase

(Modjtahedi et al., 2006). Après activation de la voie intrinsèque, l’AIF se transloque de l’espace 
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intermembranaire vers le cytosol puis vers le noyau. Dans  le  noyau,  l’AIF  induit  une  condensation  

périphérique  de  la  chromatine  ainsi qu’un  clivage  de  l’ADN  en  fragments  d’environ  50  kb,  

ceci par interaction directe avec l’ADN sans spécificité de séquence (Ye et al., 2002).

De plus, l’AIF amplifierait également ainsi sa propre libération une fois dans le cytosol. Ces

actions dépendent directement de l’activité de l’AIF lui-même et sont indépendantes des caspases

(Candé et al., 2002).

L’endonucléase G est une nucléase mitochondriale non-spécifique de 30 kDa très conservée

chez les eucaryotes (Wang & Youle, 2009).L’activation de la voie intrinsèque de l’apoptose conduit à 

la libération de l’endonucléase G dans le cytosol puis à sa translocation dans le noyau. Elle digère

l’ADN en absence d’activité caspase. L’endonucléase G pourrait agir avec l’exonucléase et la DNase I

dans  le noyau  pour  générer  les  fragments  d’ADN  dehaut poids moléculaire (Widlak et al.,

2001) mais elle peut également générer des fragments oligonucléosomiques (Samejima et al., 2001).

L’endonucléase G pourrait également coopérer avec  l’AIF  pour  induire  une  apoptose  indépendante  

des caspases (Norberg et al., 2010).

2-1- 3- La voie dépendante du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est lesite  de  l’assemblage  des  protéines, ilest également

un site de stockage du calcium intracellulaire Ca2+, qui permet de réguler la concentration

cytoplasmique en calcium. Depuis quelques années un nouveau rôle dans la réponse au stress cellulaire

et l’induction de l’apoptose est apparu concernant le RE(Sankari et al., 2012).

Plusieurs voies apoptotiques peuvent être induites après un stress du RE (accumulation de

protéines mal repliées dans le RE). La première est l’induction transcriptionnelle de CHOP (C/EBP

homologus protein, nommée également Gadd153), un membre de la famille des facteurs de

transcription C/EBP. CHOP est peu ou pas exprimé dans des conditions physiologiques normales et est

fortement induit en réponse à un stress du réticulum. Sa surexpression conduit à un arrêt de la

croissance cellulaire et à l’apoptose (Chikka et al., 2013).

La seconde voie d’induction de l’apoptose met en jeu la voie de transduction cJun N-terminal

kinase (JNK) (Urano et al., 2000).

L’activation de la caspase-12 est la troisième voie apoptotique induite par un stress du RE. La

caspase 12 est localisée au niveau de la membrane du RE côté cytosolique. Son activation conduit à

l’apoptose (Oyadomari et al., 2002).
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2-2- Régulation moléculaire de l’apoptose

Le processus apoptotique est régulé par de nombreux facteurs, nous citons dans ce qui suit

quelques facteurs qui portent intérêt à notre travail.

2-2-1 La famille des BcL2

La famille BcL2 constitue la famille principale de régulateur de l’apoptose. Elle se compose

chez l’humain de sept protéinesanti-apoptotiques (Bcl-2, Bcl-xl, Bcl-w, Bfl-1, Mcl-1, Bcl2l10 et Bpr),

six protéines pro-apoptotiques á multidomaines (Bax, Bak, Bok, Bcl-G, Bcl-rambo et Bfk) et de 8

protéines de mort à « BH3-only » (Bid, Bad, Bik, Bim, Bmf, Noxa, Puma et Hrk) (Boumela et al.,

2009).

Les membres de la famille Bcl-2 possèdent des séquences hautement conservées appelées

domaines BH (Bcl-2 homology). Les membres anti-apoptotiques comme Bcl-2, Bcl-XL possèdent 4

domaines BH (BH1, 2, 3 et 4), les membres pro-apoptotiques à multi-domaines comme Bax, Bak

possèdent 3 domaines BH (BH1, 2 et 3). Il existe également des membres pro-apoptotiques avec

un seul domaine BH: les « BH3-only » (ex : Bid, Bad). Certaines protéines de la famille Bcl-2

présentent dans leur séquence un domaine transmembranaire en C-terminal qui leur permet de s’insérer 

dans la membrane externe mitochondriale (Petros et al., 2004) (fig.11).

Les protéines anti-apoptotiques comme Bcl-2 interagissent avec les protéines pro-apoptotiques

de type Bax de façon à neutraliser leur activité. Les protéines BH3 only répondent aux signaux de

mort en activant les membres pro-apoptotiques de type Bax soit directement soit indirectement en

inactivant les protéines de survie de type Bcl-2. L’activation de Bax conduit á la rupture de la

perméabilité de la membrane mitochondriale externe, au relargage du cytochrome c dans le

cytoplasme et à l’activation des caspases, responsables de la mort cellulaire (Dewson & Kluck, 2009).
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Figure 11: Structure et rôle des protéines de la famille BcL2. (Tait & Green, 2010)

2-2-2- Le facteur de transcription P53

Le facteur de transcription p53 est un des premiers suppresseurs de tumeur qui a été

identifié. Sa fonction majeure est de protéger l’organisme de la progression maligne. Des mutations du

gène p53 sont observées dans la majorité des cancers humains et dans les cancers dans lesquels p53

n’est pas mutée, sa voie de signalisation est fréquemment inactivée (Parant & Lozano, 2003, Muller

& Vousden, 2013).

Fonction :

Au niveau cellulaire, p53 joue un rôle central dans le maintien de l’intégrité génomique en

inhibant la prolifération des cellules en réponse à un stress. Une grande variété de signaux de stress

tels qu’un endommagement de l’ADN, l’hypoxie, une privation en nucléotides, un stress oxydatif et  

l’activation oncogénique conduisent à l’activation fonctionnelle de p53(Pietsch et al., 2008)
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La protéine p53 joue un rôle crucial dans l’apoptose. Elle contribue au déclenchement du

processus apoptotique non seulement par son rôle de facteur de transcription, mais également par son

activité protéique (Speidel et al., 2006). Tout d’abord, p53 active la transcription de nombreux gènes 

pro-apoptotiques qui codent pour des protéines de la voie intrinsèque comme Bax et Apaf-1 mais aussi

Noxa et PUMA (Gasco et al., 2002).

P53 transcrit également des gènes codant pour des protéines de la voie extrinsèque comme Fas

et DR5-Killer, elle reprime aussi, la transcription de gènes anti-apoptotiques tels que Bcl-2. Enfin, la

protéine p53 semble être importée dans la mitochondrie où elle agirait comme un stimulateur de

l’activité de perméabilisation membranaire de Bax et Bak et renforcerait le relargage de cytochrome c

(Fridman & Lowe, 2003). (fig. 12).

Figure 12: Rôle du P53 dans l’apoptose (Jesenberger & Jentsch, 2002).
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2-2-3 Le gène PTEN

PTEN (Phosphatase and tensin homology deleted on chromosome ten) un gène suppresseur de

tumeur également appelé MMAC1 (Mutated in multiple advanced cancers) ou encore TEP1 (TGFß-

regulated and epithelial cell-enriched phosphatase). Il a été identifié en 1997 par trois groupes

différents: Parson, Sun et Steck (Li & Sun, 1997; Li et al., 1997 ; Steck et al.,1997).  L’équipe  de  

Sun  l’ont  identifié  comme  une nouvelle phosphatase à double spécificité, sa transcription étant

modulée par TGFß. Les deux autres équipes, l’ont identifié comme un gène fréquemment muté ou 

délété dans divers cancers.

PTEN est également le gène le plus fréquemment muté dans les cancers après p53. La protéine

PTEN appartient au groupe des phosphatases à double spécificité capable de déphosphoryler des

résidus phosphosérine et phosphothréonine ou phosphotyrosine, et possède une activité

phosphoinositide 3-phosphatase (déphosphoryle le PIP3 en PIP2) (Chalhoub & Baker, 2009).

Fonction

La principale fonction de PTEN est de réguler négativement la voie de signalisation PI3k et en

empêchant l’activation/ phosphorylation de la sérine/thréonine kinase Akt. Plus précisément, PTEN

convertit le PIP3 en PIP2, sa forme inactive, en déphosphorylant l'anneau inositol en position D3 du

PIP3 (Bononi et al., 2011) (fig 13).

PTEN peut aussi induire une diminution de la prolifération par l'arrêt du cycle cellulaire en

phase G1 ou l'apoptose via la p27 et la cycline Dl (Uner et al., 2005 ; Diao & Chen. 2007). Différentes

études ont démontré que PTEN pouvait, également, inhiber la migration cellulaire via la

déphosphorylation de la FAK (focal adhesion kinase) (Zhang et al., 2004), générer ou soutenir la

polarité des cellules épithéliales par le biais de la Cdc42 (Martin-Belmonte et al., 2007), augmenter la

stabilité chromosomale par son interaction avec la protéine centromérique CENP-C et augmenter la

transcription de Rad51 qui participe á la réparation du double brin d'ADN (Shen et al., 2007).

La diminution de l'expression de PTEN ou son inactivation entraînerait une activation /

phosphorylation augmentée voire constitutive d'Akt dans les cellules tumorales (Denning et al., 2007;

Zhao, 2007). De plus, les mutations/délétions de PTEN combinées à l'activation d'Akt ont été associées

avec la résistance aux agents chimiothérapeutiques tels que le cisplatine et la doxorubicine (Lee et al.,

2005; Wan et al., 2007). Finalement, des mutations germinales de PTEN sont aussi retrouvées dans des

syndromes caractérisés par des déficits neurologiques, une prédisposition pour les cancers du sein, du



Partie bibliographique Chapitre 3: mort cellulaire programmée

34

colon de la prostate, du poumon et de l'endomètre (Terakawa, 2003; Sardinoux et al., 2010 ; Chloe et

al., 2013).

Figure 13 : Schéma représentant la voie de signalisation PI3K-PTEN (selon Cully et al., 2006)



Partie bibliographique Chapitre 3: mort cellulaire programmée

35

2-2-4- Le facteur de transcription NF-ҝB

La voie NF-ҝB joue un rôle clé dans le contrôle de l’immunité innée et adaptative. Elle régule

la transcription des gènes cibles tels que les cytokines, les protéines de la réponse au stress, les

protéines anti apoptotiques. L’activation du NF-ҝB a été décrite après stimulation par les cytokines pro

inflammatoires TNFαet IL-1, lymphotoxineβ, les produits bactériens ou viraux tels que les LPS et les

ARN doubles brins, les mitogènes comme le PMA (phorbol 12-Myristate 13- Acetate), les stress

physiques et chimique (dommage de l’ADN, stress oxydant, photosensibilisations).

2-2-4-1-Les protéines NF-ҝB/Rel

Les protéines NF-ҝB/Rel comporte cinq membres chez les mammifères : NF-ҝB1/p50 (et son

précurseur 105), NF-ҝB2/p52 (et son précurseur p100), p65 (RelA), RelB et c-Rel. Le facteur NF-ҝB

est composé d’homo ou hétéro dimères formés de combinaison variée de ces cinq sous unités.

Chaque membre de la famille NF-ҝB/Rel contient, dans sa partie N-terminale, un domaine

d’homologie Rel (RHD, Rel homology domain). Ce domaine contient le signal de localisation

nucléaire (NLS) est responsable de la liaison á l’ADN, de la dimérisation et de l’association avec IҝB

(Hoffmann & Baltimore, 2006).

Dans le complexe NF-ҝB, chacune des protéines apporte une partie du site de liaison á l’ADN. 

La séquence consensus de liaison sur laquelle se lie NF-ҝB est constituée de 10 paires de bases 5’ NF-

ҝBGGGRNNYYCC-3’ (où R est une purine, Y une pyrimidine et N n’importe quels bases)

(Oeckinghaus et al., 2011).

Les protéines NF-ҝB/Rel sont groupées en deux classes. La première classe comprend les

précurseurs de NF-ҝB1 et NF-ҝB2 qui sont respectivement p105 et p100. Ils possèdent dans leurs

partie C-terminale des répétitions ankyrine (pour former les protéines p50 et p52 les répétitions

ankyrine doivent être clivées) responsable de l‘inhibition du dimère NF--ҝB. Ces protéines

appartiennent donc á la famille des inhibiteurs IҝBs. (Nishikori, 2005)

La seconde classe comprend p65 (RelA), RelB et c-Rel. Les membres de la seconde classe

possèdent un domaine transactivateur (TAD, transcription activation domain) situé dans la région C-

terminale. Ce domaine est responsable de leur capacité á activer la transcription des gènes.

Les homodimères p50/p50 et p52/p52 sont transcriptionnellement inactifs et peuvent même être

répresseurs en empêchant, par compétition, des dimères transcriptionnellement actifs ; p50/p56, p50/c-

Rel, p65/p65, ou p52/RelB de se lier á leur siteҝB sur l’ADN (Hayden & Ghosh, 2004).
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2-2-4-2-Les protéines IҝB

C’est une famille de protéines inhibitrices incluant les protéines IҝBα, IҝBß, IҝBγ, IҝBε,BcL3

et les précurseurs p100 et p105.

Ces molécules sont caractérisées par la présence d’un motif ankyrine responsable de

l’interaction avec le RHD du  NF-ҝB. Cette interaction masque le signal de localisation nucléaire du

facteur de transcription, contribuant á sa séquestration dans le cytoplasme. (Hayden & Ghosh, 2008).

Les protéines IҝBs joue également un rôle important dans l’arrêt de l’activation du facteur de 

transcription. En effet, l’expression des IҝBs (á l’exception d’IҝBß) est sous le contrôle de NF-ҝB.

Lorsque ce dernier est activé, les IҝBs sont néosynthétisés. Elles peuvent entrer dans le noyau,

décrocher le NF-ҝB fixé sur l’ADN et dans le cas d’IҝBα, retourner dans le cytoplasme en l’entrainant 

avec elle. Ce retrait est possible car l’affinité du NF-ҝB est plus grande pour les IҝBs que pour l’ADN 

(Hayden & Ghosh, 2004).

2-2-4-3- Complexe IKKs (IҝB kinase)

La dégradation d’IҝBα, nécessaire á l’activation classique du NF-ҝB, fait suite á une série

d’évènement dont la phosphorylation de deux sérines (32 et 36) situées dans la région N-terminale de

l’IҝBαpar un complexe multiprotéinque de 700-900 kDa, appelé complexe IKK (IҝB kinase). Ce

complexe est principalement constitué de deux sous unités catalytiques IKKα(IKK1) et IKKß (IKK2)

et d’une sous unité régulatrice IKKγ(NEMO, NF-ҝB Essential Modulatory) (Solt et al., 2009).

L’IKKαpossède une activité cruciale en tant que homodimère d’IKKαdans la voie alternative

d’activation du NF-κB. En effet, il est impliqué dans la maturation protéolytique de p100 en p52

(Dejardin, 2006). En outre, IKKα exerce des fonctions nucléaires impliquées dans l’activation de

l’expression des gènes dépendant du NF-ҝB, confortant la présence d’un NLS dans son domaine 

kinase. Il est responsable également de la phosphorylation de protéines histoniques et non histoniques

(Nowak & Corces, 2004 ; Gloire et al., 2006).

A son tour l’IKKß joue un rôle principal dans la voie de phosphorylation de l’IҝBα, il

phosphoryle la protéine p65 sur la sérine 536 afin de favoriser son pouvoir transactivateur nécessaire á

la transcription des gènes dépendant du NF-ҝB et régule l’activitédu complexe NEMO (Dai et al.,

2011).

NEMO est indispensable á l’activation du complexe IKK, étant donné qu’en son absence, il n’y 

a pas d’activation de la voie classique (Scheidereit, 2006). L’oligomérisation de NEMO facilite le 

positionnement et l’assemblage dynamique de l’hétérodimère IKKα/IKKβ ainsi que l’activation du 
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complexe (Agou et al., 2004; Fontan et al., 2007). En outre, son ubiquitination non dégradative sur la

lysine 63 représente un événement critique (Shambharkar et al., 2007). A ce rôle cytoplasmique

dans le complexe IKK s’ajoute un rôle nucléaire. En effet, NEMO a la capacité de migrer librement 

entre le cytoplasme et le noyau où il exerce plusieurs fonctions. Il entre tout d’abord en compétition 

avec IKKα et p65 pour la liaison au co-activateur transcriptionnel CBP. L’expression  des gènes

dépendant du NF-κB est alors réprimée (Verma et al., 2004). Un second rôle nucléaire a été mis en

évidence pour NEMO. Suite à des dommages à l’ADN, NEMO subit un bon nombre de modifications

post-traductionnelles (phosphorylation, ubiquitination) dans le noyau et interagit avec ATM. Ce

complexe  NEMO/ATM  est  alors  redirigé  vers  le  cytoplasme  où  il  va  permettre l’activation du 

complexe IKK via l’intervention de ELKS (Sebban et al., 2006; Habraken & Piette, 2006).

2-2-4-4- Activation de la voie NF-κB

Il existe deux voies d’activation du NF-κB, selon le stimulateur en cause, La  voie classique ou 

canonique induite par le TNFα, IL-1ß, le LPS ou le PMA. La voie alternative, médiée par la

lymphotoxine ß, BAFF ou le CD40.

2-2-4-4- 1- La voie classique ou canonique

Dans les cellules non stimulées, l’IҝBαséquestre NF-κB dans le cytoplasme en masquant la

partie NLS. Dans les minutes qui suivent la stimulation, le complexe IKK est activé par

phosphorylation de sérines dans les domaines catalytiques de ses sous unités IKKα et IKKβ. Il s’en 

suit une phosphoryation spécifique d’IҝBαsur les sérines 32 et 36 par le complexe IKK qui permet sa

polyubiquitination sur les lysines 21 et 22 (Hayden & Ghosh, 2004).

IҝBαest alors dégradé par la sous unité 26S du protéasome. Le NF-κB libéré se dirige vers le

noyau pour activer la transcription des gènes cibles. Parmi ceux-ci on retrouve le gène de l’IҝBα, qui 

lorsqu’il est nouvellement synhétisé, retourne vers le noyau afin de décrocher le NF-κB de l’ADN. Ce 

processus entraine la terminaison du signal exportant du noyau le complexe IҝBα- NF-κB(Hayden &

Ghosh, 2004) (fig. 14).

2-2-4-4- 2- La voie alternative

Un mécanisme alternatif d’induction de l’activité du NF-κB a été mis en évidence. Il se base

sur la protéolyse de la protéine p100, réaliseé de manière dépendante d’IKKαet indépendanted’IKKβ

et NEMO. Lorsqu’un de des récepteurs de lymphotoxin ß, BAFF ou le CD40 est stimulé la voie
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alternative est activée. La protéine NIK (NF-κB inducing kinase) phosphoryle un homodimère

d’IKKα. Cet homodimère phosphoryle p100 dans sa partie C-terminale qui comporte des répétitions

ankyrines. Une ubiquitination subséquente entaine p100 vers le protéasome pour une dégradation

partielle. Le p52 obtenu après cette maturation est activé et peut migrer vers le noyau pour réguler la

transcription des gènes. (Thu & Richmond., 2010) (fig.14).

Figure 14: Schéma de représentant les deux voie d’activation cannonique et alternative de

l’NF-ҝB (Oeckinghaus et al., 2011).
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3- La nécrose programmée

La nécrose programmée appelée également nécroptose « nécroptosis » est une forme de mort

cellulaire induite principalement par les récepteurs de mort cellulaire TNFα, TRAIL et FasR.

Morphologiquement, elle est caractérisée par une augmentation du volume de la cellule (oncosis),

un gonflement des organelles et une rupture de la membrane plasmique avec perte du contenu

intracellulairedans l’environnement cellulaire (Kroemer et al. 2009).

La nécrose a longtemps été considérée comme une forme de mort cellulaire accidentelle et non

contrôlée, mais on considère de plus en plus qu’elle serait finement régulée par un ensemble de voies

de signalisation et de processus cataboliques (Oyang et al., 2012 ; Chaabane et al., 2013)

3-1- La voie de signalisation nécrotique

Les données de littérature disponibles actuellement sur la voie de signalisation intra cellulaire

de la nécroptose provient de l’étude de la signalisation du TNFα.

3-1-1 Initiation de nécroptose

Le TNFαest une cytokine pro-inflammatoire qui joue un rôle dans l’immunité, la prolifération 

et l’apoptose. Elle exerce ses effets á travers la liaison avec deux récepteurs le TNF-R1 (TNF Receptor

type 1) et TNF-R2. (Bremer, 2013).

Les deux récepteurs appartiennent á la superfamille des récepteurs TNF qui regroupe un grand

nombre de récepteur tels que : FasR, TRAIL, CD40, BAFF….. etc. (Lavrik et al., 2005).

La liaison du TNFαau TNF-R1, induit la trimérisation du récepteur et la dissociation du

domaine SODD (Silencer Of Death Domain) du récepteur, ce qui entraine le recrutement de plusieurs

protéines au niveau du domaine cytoplasmique. La première protéine recrutée par TNF-R1 est

TRADD. Cette interaction permet le recrutement d’autres protéines telles que RIP1 (Receptor

interacting protein1) et TRAF2 (TNF Related Associated Factor 2), qui se lient aux protéines cIAP1/2

(cellular inhibitor of apoptosis protein 1 et 2), permettant, ainsi le recrutement du complex LUBAC

(linear ubiquitin chain assembly complexe; l’enzyme LUBAC assure la polyubiquitination du RIP1.)

qui joue le rôle d’échafaudage entre TAK1 (TAB trasforming growth factor activated kinase) et la sous 

unité NEMO du complex IKK. L’ensemble formele TNFR1 complex I (Bertrand et al., 2008; Haas et

al., 2009).
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Après déubiquitination par le cylindromatosis (CYLD), la protéine RIP1 recrute encore le

TRADD, le FADD et la caspase 8 pour former le TNFR1 complex II qui est responsable de l’induction 

de l’apotptose(Cho et al., 2009).

Dans le cas ou la protéine RIP3 est associées au complexe II, le nouveau complexe formé est

appelé complexe IIb ou « nécrosome » (fig. 15)

Le nécrosome est un grand complexe protéique de 5 MDa, formé de l’association de FADD, 

caspase 8, RIP1 et RIP3 (Feoktistova et al., 2011 ; Tenev et al., 2011), mais il ne devient actif

qu’après inhibition de la caspase 8 et activation du RIP3 (Zong et al., 2004 ; Oberst et al., 2011). Le

mécanisme par lequel le nécrosome régule la nécrose reste mal connu. Néanmoins, il a été reporté qu’il 

augmente le brust respiratoire, l’hyperpolarisation de la membrane mitochondiale, la perméabilisation 

des membranes lysosomales et cytoplasmique (Wu et al., 2012).

Par ailleurs, Oberst et al., 2011 et Han et al., 2011 ont montré qu’il existe une compétition

entre l’apoptose etla nécroptose. L’apoptose peut inhiber la nécroptose á travers le clivage de la RIP3

par la caspase 8, alors que le mécanisme par lequel la RIP3 inhibe l’apoptose est encore mal connu

(Kaiser et al., 2011).

3-1-2 Exécution de la nécroptose

L’inhibition des caspases 3 et 7 entraine l’activation de l’enzyme PARP1 (Poly (ADP ribose) 

polymerase 1), qui diminue la capacité de la mitochondrie á produire de l’ATP et augmente sa capacité

á produire les ROS (Zong et al., 2004 ; Ying et al., 2005).

Dans les conditions normales la production de l’ATP est maintenue par le catabolisme du 

glucose à travers les deux mécanismes biochimiques, la glycolyse et la phosphorylation oxydative. Il a

été prouvé que le blocage de la glycolyse par le 2-deoxyglucose entraine des nécroses dans les cellules

á haut potentiel prolifératif tels que les lymphocytes et les cellules tumorales (Zong & Thompson.,

2006).
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Figure 15 : Voies de signalisations induites par le récepteur TNF-R1.

(Oeckinghaus et al., 2011).



Partie bibliographique Chapitre 3: mort cellulaire programmée

42

Cependant, un des mécanismes de l’inhibition de la glycolyse au niveau des cellules en nécrose

est l’activation de l’enzyme PARP. Il a été démontré que le PARP se lie au fragment d’ADN 

endommagé et entraine la dégradation du NAD en polymère de poly (ADP)-ribose et en acide nicotine

mononucléotide (NAM). Les taux cytoplasmiques de NAD diminuent au niveau cytosolique ce qui

limite leur transfèrt vers la membrane mitochondriale. L’inhibition de la glycolyse entraine une

déplétion de la production d’ATP(Du et al., 2003 ; Ying et al., 2003).

En outre, la RIP3 possède la capacité d’activer certaines enzymes du métabolisme cellulaire,

telles que la glycogene phosphorylase (PYGL), la gluatmine- amonia ligase (GLUL) et la glutamate

déhydrogénase 1 (GLUD1), augmentant ainsi le métabolisme de la glutamine et activant la

glycogénolyse pour générer un taux de base d’énergie (Van herreweghe et al., 2010) (fig. 16)

Figure 16: Rôle de l’enzyme PARP dans la nécroptose. L’activationde l’enzyme PARP suite á une

altération de l’ADN entraine la dégradation du NAD en polymère PAR NAM (poly (ADP)-ribose et en acide

nicotine mononucléotide). Les taux du NAD cellulaire diminuent ainsi que la glycolyse et la production de

l’ATP. (Zong & thompson, 2006)
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Par ailleurs, l’excès des ROSconstitue un facteur pro-nécrotique. En effet, il provoque une

insuffisance d’énergie et une augmentation de perméabilité de la membrane mitochondrialeinterne

(mitochondrial permeability transition). Ce phénomène est irréversible et conduit á la mort de la

mitochondrie « mitochondrial apoptosis ou mitoptosis), qui constitue un inducteur de nécrose

(Skulachev., 2006 ; Proskuryakov & Gabai., 2010).

L’excès de ROS au niveau cellulaire peut également endommager l’ADN, il provoque le 

clivage des deux brins et l’oxydation des purines (Marnette, 2002). Les ROS entrainent, aussi,

l’oxydation des lipidesmembranaires, il en résulte la perte de l’intégrité des membranes cellulaires

telle que la membrane plasmique, la membrane lysosomale, ainsi que celle du réticulum

endoplasmique. La lésion de cette dernière membrane conduit à un afflux du ca++ vers le cytosol, qui

constitue, un facteur important dans de la nécrose. (Waring, 2005) (fig. 17).

Figure 17 : Rôle des ions calcium dans la nécroptose. Un afflux de calcium vers le cytosol á travers les

récepteurs glutamate de la membrane plasmique, ou les canaux Ca+2 du RE. L’augmentation des taux du Ca+2

stimulent les protéases dépendantes des Ca+2, l’activation du cycle de l’acide tricarboxylique TCA et la

production des ROS, il en résulte une augmentation de perméabilité de la membrane mitochondriale interne

(mPT) et une diminution de l’ATP. (Zong & thompson, 2006).
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4- L’autophagie

Le terme autophagie, est un ensemble de mécanismes cataboliques aboutissant à la dégradation

de constituants cellulaires, organites et macromolécules, par le lysosome. Les produits de dégradation

formés sont recyclés pour la synthèse de nouvelles protéines et pour la production d’énergie nécessaire 

à la cellule. (Li et al., 2012).

Le rôle de l’autophagie dans la survie et la mort cellulaire est un sujet complexe et très 

controversé. Il est bien établi que l’autophagie constitue un mécanisme adaptatif aux stress

environnementaux grâce à son activité de recyclage des constituants cellulaires permettant de

répondre aux besoins bioénergétiques et de maintenir le métabolisme essentiel à la survie des

cellules. L’autophagie pourrait  agir  comme  un mécanisme de mort cellulaire qui dépend de

l’espèce,  du  type  cellulaire  et  de  la  nature  du  stimulus.  Son mécanisme est cependant mal connu 

et différentes hypothèses ont été avancées.

Le premier mécanisme repose sur le fait qu’un excès d’autophagie, provoqué par un stress 

prolongé, peut  conduire  à  un  déséquilibre  entre  la  stimulation  de  l’autophagie  et la capacité des

cellules à dégrader complètement les constituants cellulaires, ce qui empêche la bonne restitution

des composants essentiels aux cellules.

La seconde hypothèse est fondée sur les cibles du processus autophagique. L’autophagie 

pourrait digérer des organites vitaux ou des protéines essentielles à la viabilité cellulaire.

Le troisième mécanisme serait lié à  un  excès  d’autophagie  qui  éliminerait  une trop grande

quantité de cytoplasme et entrainerait alors une mort cellulaire atrophique par autodigestion

(Periyasamy-Thandavan et al., 2009). L’autophagie peut être suractivée et une dégradation non

spécifique de grande quantité de constituants cytoplasmiques entraine la mort cellulaire (Pattingre et

al., 2005)

4-1Les différentes étapes de l’autophagie

4-1-1Phase d’initiation

Lors  de  l’étape  initiale  du  processus  d’autophagie,  les  composants  du  cytoplasme, 

incluant protéines et organites intracellulaires, sont enveloppés par une membrane, appelée

phagophore.  L’origine  exacte  de  cette  membrane  isolée  n’est  pas encore totalement identifiée.

Du fait de la proximité des autophagosomes et du RE, celui-ci peut être une des sources du phagophore
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mais cette membrane peut aussi provenir de la membrane externe mitochondriale ou de la membrane

plasmique (Tooze & Yoshimori, 2010).

L’initiation  de  l’autophagie  fait  intervenir  de  nombreux  acteurs  rassemblés  en  trois 

complexes qui interagissent entre eux. Tout d’abord, le complexe mTORC1 (Mechanistic  Target  Of  

Rapamycin Complex 1), constitué de la protéine kinase RPTOR (Regulatory associated protein of

mTOR), mLST8 (mammalian Lethal with SEC13 Protein 8), Deptor (DEP domain-containing

mTOR-interacting protein) et PRAS40 (Proline-rich Akt Substrate of 40 kDa), interagit avec le

complexe ULK (UNC-51-like Kinase) composé des protéines ULK1/2, Atg13, FIP200 (FAK

(Focal adhesion kinase) family Interacting Protein of 200 kD et Atg101. mTORC1 possède une

activité kinase et inhibe par phosphorylation les protéines ULK1/2 et Atg13. A l’inverse, lorsque

mTORC1 est inhibé, par une carence en acides aminés par exemple, il se dissocie du complexe ULK.

(Lünemann & Münz. 2009)

La protéine ULK1/2 devient alors active et peut phosphoryler la protéine Ambra1, un des

composants du complexe PI3K de classe III. Ce dernier est formé, en plus de Ambra1, de

Beclin-1, de Atg14 (aussi appelé Atg14L ou Barkor), de Vps15 et de Vps34 (Vacuolar protein sorting

15 et 34), une PI3K de classe III. La formation de ce complexe est indispensable à l’activation de 

Vps34 qui permet la production de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P) et  à  l’initiation  de  

l’autophagie  (Kroemer  et al., 2010, Mizushima et al., 2011). PI3P est une molécule lipidique

importante dans la formation des autophagosomes car elle contrôle leur biogenèse et leur maturation

en  recrutant  les  protéines  nécessaires  à  l’élongation  du phagophore (Burman & Ktistakis, 2010).

4-1-2-Phase d’élongation

   Une fois l’autophagie initiée, le phagophore s’allonge pour aboutir à la formation d’une 

vésicule à double membrane, appelée autophagosome, contenant des macromolécules et des

organites endommagés (fig. 18)

4-1-3- Maturation et fusion

Une fois formés dans le cytoplasme, les autophagosomes doivent rejoindre les lysosomes

avec lesquels ils vont fusionner. Les autophagosomes se déplacent le long des microtubules, de façon

bidirectionnelle, vers le centre organisateur des microtubules (MicroTubule-Organizing Center

(mTOC)), une zone riche en lysosomes (Jahreiss et al., 2008). Ce transport vers le mTOC nécessite

l’intervention de protéines motrices appelées dynéines (Kimura et al., 2008). La dépolymérisation des
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microtubules ou l’inhibition du transport dépendant de la dynéine peut donc altérer le processus

autophagique.

      Les autophagosomes fusionnent d’abord avec les endosomes précoces puis tardifs pour 

former des amphisomes, nécessitant l’intervention des protéines de la machinerie ESCRT (Endosomal 

Sorting Complex Required for Transport) (Rusten & Stenmark, 2009), puis avec les lysosomes,

grâce notamment aux protéines de la famille SNAREs (Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor

Attachment protein REceptor), pour former les autolysosomes (Stroupe, 2011) (fig. 18).

Figure 18: Représentation schématique des étapes de la formation du phagosomes

(Tooze & Yoshimori, 2010)
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4-1-4- Dégradation lysosomale

Les enzymes lysosomales, dont les hydrolases, situées à la surface interne des lysosomes

dégradent le matériel séquestré puis la membrane des autolysosomes ce qui permet la libération,

dans le cytosol, d’acides aminés qui seront recyclés pour la synthèse de macromolécules et la 

production d’énergie. 

5- Mort programmée et pathologie

5-1- Mort cellulaire programmée et pathologie

Le dérèglement des mécanismes de régulation de la mort cellulaire est impliqué dans la

physiopathologie de nombreuses maladies. Ces dérèglements peuvent conduire à un excès ou à un

défaut de mort cellulaire.

L’excès d’apoptose intervient dans le développement d’anomalies dans certaines maladies

neurodégénératives chroniques comme l’amyotrophie spinale, la sclérose latérale amyotrophique, la 

chorée de Huntington, la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Gosslau & Chen, 2004).

Au contraire, un défaut d’apoptose a été observé dans les maladies auto-immunes (Rieux-Laucat et al.,

2003), les syndromes lymphoprolifératifs et surtout dans les cancers (Testa & Riccioni, 2007).

Dans de nombreux types de cancers les cellules ont développé une résistance au processus

apoptotique. Ceci est á travers l’augmentation de l’expression des protéines anti apoptotiques telles

que BcL2, IAPs et FLIP ou la sous expression ou la mutation des protéines pro-apoptotiques comme

Bax, Apaf1 et caspase, ou encore á traves l’augmentation de l’activation de l’NF-κB (Fulda, 2009;

Fulda & Vucic, 2012).

La nécroptose á son tour, joue un rôle dans le développement des cellules immunitaires,

notamment dans la régulation de la prolifération lymphocytaire et la survie des macrophages (Osborne

et al., 2010). Une expression élevés du RIP3 a été retrouvée dans les organes lymphoïdes des souris tel

que le thymus et la rate (He et al., 2009). La nécrose programmée participe également dans

l’élimination des cellules infectées par les virus lors d’une résistance á l’apoptose(Li & Beg, 2000).

Des déficits en nécroptose ou des mutations des gènes régulateurs de ce processus ont été

observée chez des patients atteints de leucémie lymphatique aigue et chronique et de lymphome de

Hodgkin (Wu et al., 2012). Des mutations inactivant le gène CYLD entraine une accélération de la

prolifération et migration des cellules du cancer épidermique (Alameda et al., 2010).

Un dysfonctionnement de l’autophagie, avec une accumulation des autophagosomes a été 

retrouvé dans de nombreuses pathologies, neurodégénératives telle que l’Alzheimer (Ma et al., 2010),
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dans des maladies cardiaques comme la cardiomyopathie et l’hypertrophie cardiaque (mutation dans le 

gène de la proteines LAMP2 (lysosome associated membrane protein) qui assure la fusion de

l’autophagosome au lysosome) (Kirshenbaum, 2012). 

Un excès d’autophagie est associé aux maladies pulmonaires telle que COPD (chronic

obstructive pulmonary disease) (Chen et al., 2008). Aussi, des mutations dans les gènes Atg5 et Atg7

ont été enregistrées dans le cancer de la prostate (Levine & Kroemer, 2008).

5-2 Types de mort cellulaire et cancer

Durant la dernière décade, les études ont montré qu’il existe une relation entre les trois types de

mort cellulaire et le développement tumoral (Proskuryakov & Gabai, 2010). En effet, dans les

néoplasiesd’origine hématopoïétiques l’apoptose est le type de mort cellulaire le plus répandu in vivo

et in vitro, vu que les lymphocytes et les thymocytes normaux sont sensibles á ce type de mort

cellulaire. En outre, le traitement de ces maladies par radiothérapie induit une apoptose dans les

cellules tumorales, la nécrose n’est observée que lorsque l’apoptose est bloquée par un inhibiteur des

caspases ou anti apoptotique de la famille de la BcL2 (Gurova et al., 2002)

D’autre part,dans les tumeurs solides d’origine épithélialetelle que les tumeurs du sein et de

prostate l’apoptose aura lieu rarementin vivo durant le développement tumoral ou même après un

traitement. In vitro l’induction de l’apoptose dans ce type de cellules nécessite des doses élevées de

drogues ou de radiation, ce qui est inapplicable en clinique (Gurova & Gudkov, 2003).

En revanche, la nécrose dans les tumeurs solides est observée durant le développement de la

tumeur ou bien après le traitement, elle estgénéralement le résultat d’un déficit de l’apport en oxygène 

ou de nutriments. L’apparition de la nécrose après un traitement anti- cancer est souvent le résultat

d’une catastrophe mitotique (une altération irréparable de l’ADN durant la division cellulaire)(Jin et

al., 2007).

Paradoxalement, un taux élevé de nécrose avec une inhibition de l’apoptose et de l’autophagie 

peut favoriser la croissance de la tumeur á travers l’induction d’une inflammation chronique au niveau

du foyer tumoral et la production des cytokines par les cellules immunitaires infiltrant la tumeur

(Vakkila & Lotze, 2004 ; Lin & Karin 2007).

Par ailleurs, il a été démontré que les cellules malignes, dont le processus apoptotique est

inhibé, survivent par un mécanisme d’autophagie (par activation du AkT et mTOR).Aussi,
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l’autophagie joue un grand rôle dans la prévention de la mort des cellules tumorales par nécrose

(Deghenhardt et al., 2006).
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1. MATERIEL ET METHODES

1-1 Matériel biologique : Helix aspersa (Müller 1774), appelée communément "petit gris", est une

espèce méditerranéenne d’escargot qui mesure environ 20 á 40 mm de longueur et 25 á 45 mmde

diamètre. Il possède une coquille globuleuse, ventrue, très convexe en dessus, bien obliquement

bombée en dessous, formée de 4 à 5 tours très convexes à croissance rapide ; solide, un peu mince,

de couleur brun, jaunâtre ou grisâtre orné de zigzags plus clairs que le fond, avec 1 à 4 bandes

sombres (Fig 19). Helix aspersa est une espèce herbivore, qui s’alimente la nuit de végétaux variés.

C’est un animal hermaphrodite á reproduction croisée de 5 ans de longévité.

Sa position systématique est la suivante:

Embranchement: Mollusca

Classe : Gastropoda

Sous classe : Orthogastropoda

Super ordre : Heterobranchia

Ordre : Pulmonata

Famille : Helicidae

Genre : Helix

Espèce : aspersa (Müller, 1774)

1-2- Préparation de l’extrait aqueux: Les escargots utilisés dans ce travail proviennent de deux

régions de l’Est Algérien,la région de mila et la région de Ramdan Djamel de la wilaya de Skikda.

Les escargots sont maintenus á jeûn pendant 15 jours afin de vider complètement leurs intestins et

éliminer tout effet direct des composantes végétales et des molécules que les escargots ont consommé

auparavant. Les animaux sont ensuite lavés dans une solution Nacl á 10%, disséqués et broyés. 3

volumes d’eau sont ensuite, ajoutés á l’homogénat.Après 24 heures á 4ºCl’homogénat est filtré sur

papier Whatman puis centrifugé à 5000 tours pendant10 min.

Le surnageant est prélevé et filtré une deuxième fois sur un filtre millipore 22μm avant d’être utilisé 

pour traiter les souris et les cellules (fig 20).La concentration finale de l’extrait est de 0,33g/ ml.
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Figure 19: Helix aspersa (Müller 1774)

Figure 20: Extrait aqueux d’H. aspersa.
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1-3-Propriétés antioxydantes de l’extrait:

1-3-1-Test DPPH

1-3-1-1 Principe

Le DPPH (1,1-dipheny1-2-picrylhydrazyle) agit en tant qu'un radical libre stable, réduit par

un antioxydant, montrant un spectre d'absorption de couleur violette à 517 nm, la réduction de ce

radical donne une coloration jaune (fig 21).

Figure 21: La réaction du DPPH avec un anti oxydant (A) (Musa et al., 2013)

1-3-1-2 - Méthode

Le test consiste à mélanger, dans un tube, 3900 µl de solution DPPH (0,1 mM) avec

100 µl d’extrait aux dilutions 0,1%, 1%, 2,5%, 10%, 25%, 50%, 75%, 100%. Après avoir laissé

incuber la réaction à l’obscuritépendant 30 min. L’absorbance est mesurée à 517 nm contre un blanc

contenant du méthanol á la place de l’extrait.

La capacité de piégeage du radical libre est ensuite calculée à travers le pourcentage d’inhibition:

Le pourcentage d’inhibition = (Ablanc- Aextrait/ Ablanc) X 100.

Ablanc: présente l’absorbance de la solution DPPH en présence du méthanol.

Aextrait : présentel’absorbancede la solution DPPH en présence del’extrait.
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La valeur EC50 (Efficient concentration 50) présente la concentration d'inhibiteur nécessaire pour

balayer 50% des radicaux libres.

1-3-2- Capacité totale de réduction (Test de la réduction du fer FRAP)

1-3-2- 1- Principe

Le pouvoir réducteur du fer (Fe3+) dans les extraits est déterminé selon la méthode décrite

par Oyaizu, 1986. La méthode est basée sur la réaction de réduction du Fe3+ présent dans le

complexe ferrocyanure de potassium en Fe2+, la réaction est révélée par le virement de

couleur jaune du fer ferrique (Fe3+) en couleur bleu vert du fer ferreux (Fe2+), l’intensité de la 

coloration est mesuré par spectrophotométrie à 700 nm.

1-3-2-2- Méthode :

2 ml de l’extrait à différentes concentrations sont mélangés avec 2,5 ml d’unesolution

tampon phosphate 0,2 M (pH 6,6) et 2,5ml d’unesolution de ferricyanure de potassium K3Fe(CN)6 à

1%. L’ensemble est incubé au bain-marie à 50°C pendant 20 min ensuite, 2.5 ml d’acide 

trichloroacétique à 10% sont ajoutés pour stopper la réaction et les tubes sont centrifugés à 3000 rpm

pendant 10min. 2,5 ml du surnageant sont additionnés á 2,5 ml d’eaudistillée et 0,5 ml d’une 

solution aqueuse de FeCl3 à 0,1%.

La lecture de l’absorbance du milieu réactionnel se fait à 700 nm contre un blanc

semblablement préparé, enremplaçant l’extrait par de l’eau distillée.

Le contrôle positif est représenté par une solution d’unantioxydant standard ; l’acide 

ascorbique dont l’absorbance a été mesuré dans les mêmes conditions que les échantillons. Une

augmentation de l’absorbancecorrespond à une augmentation du pouvoir réducteur des extraits

testés.

1-3-3-Capacité de l’extrait á piéger le peroxyde d’hydrogène

La capacité de l’extrait á piéger l’hydrogène peroxydea été testé selon la méthode de Ruch et

al., 1989. 0,6 ml d’une solution d’hydrogène peroxyde (40mM) dans du tampon phosphate (pH 7,4)
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est ajouté á une fraction de l’extrait. La concentration d’H2O2 est déterminée après 20 min par un

spectrophotomètre UV á 230 nm.

% de piégeage H2O2= [(A0-A1)/A0] x 100

A0 est l’absorbance du Contrôle(acide ascorbique).

A1: absorbance en présence de l’extrait.

1-3-4-Capacité de l’extrait á inhiber la peroxydation des lipides

1-3-4- 1 Principe

Le principe de la technique repose sur la formation en milieu acide et à chaud d’une liaison 

entre une molécule de MDA et deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), d'un chromogène

rose absorbant à 532 nm

1-3-4- 2 Méthode

Le dosage est réalisé selon la technique de Ruberto et al., 2000 ; modifiée par Banerjee et al.,

2005. La technique utilise le jaune d’œuf comme source de lipide, auquel on ajoute 100 μl de

l’extrait, 50 μldu FeSO4 (0.075 M), 50 μl d’acide ascorbique (0.1 M), 0,5 ml EDTA (0.1 M) et

1,5ml d’une solution TBA, Après incubation 15 min á 100°,C les échantillons sont centrifugés et

l’absorbance du surnageant est lue á 532nm.

Le pourcentage d’inhibition de la peroxydation des lipides = [(A0-A1)/A0] x 100

A0 : est l’absorbance du Contrôle(acide ascorbique).

A1: absorbance en présence de l’extrait.

1-4- Analyse quantitatives des composés phénoliques

1-4-1 Principe

Le dosage repose sur la méthode utilisant le réactif de Folin-Ciocalteu. Ce réactif est constitué

d’un mélange d’acide phosphotungstique (H3PW12O40) et d’acide phosphomolybdique 
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(H3PMo12O40). L’oxydation des phénols réduit ce réactif en un mélange d’oxydes bleus de tungstène

et de molybdène.

L’intensité de la couleur est proportionnelle au taux de composés phénoliques oxydés.

1-4-2 Méthode

La quantification des polyphénols totaux a été faite suivant la méthode de Singleton et al.,

1999. Ainsi, 2 mlde l’extrait, 1 ml du réactif Folin-Ciocalteu et 10 ml d’eau sont mis dans une fiole.

Après agitation, la solution est complétée jusqu’au 25 ml par une solution de carbonate de sodium

7,5%.

Le blanc est préparé comme précédemment en remplaçant le réactif Folin-Ciocalteu par de

l’eau. 

La quantité de polyphénols totaux, exprimée en gramme équivalentsd’acide gallique.

1-5- Analyse statistique

L'analyse statistique a été réalisée grâce au logiciel « Graph Pad Prism software ». Les

résultats obtenus sont exprimés par la moyenne et l'écart type des différents échantillons biologiques.

La comparaison de moyennes a été réalisée avec le test « t » de Student dont le seuil de

signification est p≤ 0,05.
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2- Résultats :

2-1- Propriétés anti-oxydantes de l’extrait:

2-1-2-1 Le test DPPH :

L’extrait d’escargotpossède une activité anti-oxydante, qui se traduit par sa capacité á réduire

le radical DPPH. Le pourcentage de piégeage de ce radical augmente avec la concentration de

l’extrait (fig. 22).

La valeur EC50 correspond á la concentration 10%.
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Figure 22: Capacité de l’extrait d’escargot á réduire leDPPH, exprimée en %.

2-1-2-2 La capacité totale de réduction de l’extrait

L’extrait d’escargot possède une grande capacité de réduction des ions Fe3+, qui varie selon sa

concentration. La capacité de réduction présente une élévation á la concentration de 1%

(comparativement aux dilutions 0,1% 2,5% et 5%).

A partir de la concentration 10% l’extrait possède une très grande capacité de réduction.On

note également avec les concentrations 50%, 75% et 100% une saturation avec précipitation de

cristaux de bleu de prusse (fig 23).
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Figure 23: Capacité totale de réduction des ions Fe3+ de l’extrait d’escargot.

2-1-2-5 Capacité de l’extrait á piéger le peroxyde d’hydrogène

L’extrait d’escargotpossède la capacité de piéger le H2O2 uniquement aux fortes

concentrations 50 et 75 et 100% (fig. 24).
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Figure 24 :Capacité de l’extrait á piéger le H2O2, exprimée en %.
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2-1-2-6 Effet de l’extrait sur peroxydation des lipides

L’extrait d’H. aspersa inhibe la peroxydation des lipidessurtout lorsqu’il est en concentration

élevée (10, 25 50, 75 100%). La dose 1% possède moins d’effet inhibiteursur peroxydation des

lipides avec un pourcentage de 51% (fig 25)
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Figure 25 :Capacité de l’extrait á inhiber la peroxydation lipidique exprimée en %.

2-2- Analyse quantitative des polyphénols

La quantité des polyphénols présente dans l’extrait est déterminée à partir d’une droite

d’étalonnage tracée avec l’acide gallique

y= 0,0527x + 3,6750 (R2= 0,999). (fig 69 annexes)

L’extrait aqueux d’H. aspersa contient une quantité de 64mg d’équivalent d’acide gallique

dans 100gd’escargot (21,3 mg d’équivalent d’acide gallique dans 100 ml d’extrait aqueux).
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3. Discussion :

Les radicaux libres sont des espèces chimiques très instables leurs structures comprennent un

électron célibataire qu’ils cherchent à apparier en attaquant et en endommageant les molécules 

voisines (fig 26). Le stress oxydatif apparaît donc quand un déséquilibre se forme dans la balance

anti/pro-oxydants. C’est seulement à ce moment que les radicaux libres vont exercer leur action 

délétère sur l’organisme(Favier, 2003). Les radicaux libres sont responsables de dommages sur

toutes les molécules biologiques comme nous avons présenté précédemment.

Figure 26: Schéma représentant les échanges d’électrons entre les antioxydants et les radicaux libres. 

Les anti oxydants ont des
électrons en surplus qu’ils 
transfèrent aux radicaux libres

Les radicaux libres ont un
électron qui manque dans la
couche externe
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L’activité antioxydante d’un composé correspond à sa capacité à résister à l’oxydation. Les 

antioxydants les plus connus sont le β-carotène (provitamine A), l’acide ascorbique (vitamine C), le 

tocopherol (vitamine E) ainsi que les composés phénoliques (Apak et al., 2004). En effet, la plupart

des antioxydants de synthèse ou d’origine naturelle possèdent des groupes hydroxy-phenoliques dans

leurs structures et les propriétés anti oxydantes sont attribuées en partie, à la capacité de ces

composés à piéger les radicaux libres (Brewer, 2011)

Avant de tester les activités biologiques de l’extrait nous avons d’abord procédé à l’étude de

ces propriétés anti oxydantes totales par des méthodes chimiques. Il a été prouvé qu’il existe une 

corrélation entre la capacité anti oxydante des aliments et des composés naturelles in vitro et leurs

effets biologiques in vivo. Les testes DPPH et FRAP constituent les principales méthodes.

L’activité anti- radicalaire totale de l’extrait d’H. aspersa a été déterminé en premier par la

méthode DPPH qui mesure la capacité de l’extrait a réduire ce radical libre. Les résultats montrent

que l’extrait possède une activité anti oxydante qui augmente avec sa concentration. La valeur EC50

correspond á la dilution 10% de l’extrait.

D’autre part, le test de réduction total du Fe3+ en Fe2+, FRAP a montré que l’extrait possède

une grande capacité de réduction (donneur d’électron) avec un effet dose, spécialement á partir de la

concentration 25%. La capacité totale de réduction d’un composé est un indicateur de sa capacité anti 

oxydante (Rabeta & Nur Faraniza, 2013). Cependant, la réduction des ions ferriques est corrélée avec

la présence des antioxydants dansl’extrait.En comparaison avec la vitamine C l’extrait possède plus 

de pouvoir réducteur.

La capacité de l’extrait á inhiberla peroxydation des lipides a été également testé in vitro,

dans un modèle de peroxydation de lipides induits par les ions Fe2+ selon la réaction de Fenton (fig

27). Les résultats ont montré que l’extrait d’H. aspersa possèdent un effet protecteur contre la

peroxydation des lipides, supérieurs á celui de la vitamine C, surtout á de faible doses.

Figure 27 : Génération des radicaux libres oxygénés par la réaction du Fenton. (AscH-) ions

d’acide ascorbique (ascorbate); (Asc-) radical ascorbate.

Réaction 1: AscH- + Fe 3+ Fe 2+ + Asc- + H+

Réaction 2: Fe2+ + H2O2 Fe 3+ + OH. + OH-
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Les polyphénols constituent les principaux composés antioxydants naturels. Ils représentent la

base de nombreux produit pharmaceutiques, additifes alimentaires et même des pesticides. L’extrait 

d’escargot contient également des polyphénolsdont les taux sont estimés á environ 64 mg/100g

(21,3mg/100ml) d’escargot. Ces quantités sont relativement faibles comparativement a ceux obtenues

dans des extraits aqueux de raisin rouge ou du thé vert où les quantités des polyphénols sont

respectivement d’environ 92,19 mg/100 ml (Kopjar et al., 2009) 1g /100 ml (Owczarek et al., 2004).

Les plantes médicinales contiennent des concentrations plus élevées de polyphénols, elles sont de

l’ordre de 92,4 mg/g dansadhatoda vasica (Maurya & Singh, 2010), et 43.32 mg/g dans Raphanus

raphanistrum (Küçükboyaci et al., 2012) et 256.36 mg/100 mg dans Zea mays (Nurhanan et al.,

2012).

Il est important de signaler que les polyphénols sont des métabolites secondaires chez les

plantes donc l’existence de ces composés chez l’escargot H. aspersa semble être d’origine végétales

et proviennent des végétaux que l’escargot á consommer, car de manière similaire des taux faibles de

polyphénols ont été aussi retrouvés dans le plasma humain après une consommation d’aliments riches

en polyphénols comme le thé ou les noisettes (Torabian et al., 2009 ; Xiao & Kai, 2012). Mais la

demi- vie des polyphénols plasmatiques varie entre 11 et 28h (Spencer et al., 2008), alors que les

polyphénols dans notre cas d’H. aspersa semble persister pour une période plus de 15 jours (les

escargots sont maintenus a jeûn plus de 15 jours).

L’effet anti oxydant de l’extrait d’ H. aspersa augmente avec sa concentration ce qui peut etre

expliqué par l’augmentation des taux de polyphénols. Néanmoins, cette effet peut aussi être du a la

présence d’autres moléculesdans l’extrait comme par exemple la vitamine E (Tab 01) (Cagiltay et al.,

2011).

Tableau 01: Teneur de l’escargot Helix aspersa en vitamins (selon Cagiltay et al., 2011)

Vitamines Concentration (mg/100g)

A 5.462

E 0.887

B1 0.154

B2 0.065

B3 3.226

B6 0,288
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Les anti- oxydants comme les polyphénols ont généralement des effets immuno-modulateur

(cuevas, 2013) pour cette raison nous allons étudier dans le chapitre suivant l’existence d’un éventuel 

effet anti inflammatoire de l’extrait d’H. aspersa.
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1. Matériels et Méthodes:

1-1- Effet de l’extrait sur les cellules de la lignée THP1:

L’étude a été réalisée sur la lignée THP-1, une lignée de pro monocytes humaines. Elle est

issue de sang d’un enfant âgé d’un anatteint de leucémie aigue. Les cellules THP-1 possèdent de

nombreuses caractéristiques communes aux monocytes et aux macrophages notamment la capacité de

phagocytose. Les cellules THP-1 possèdent à leur surface des récepteurs Fc et C3b, des

immunoglobulines cytoplasmiques et les marqueurs CD4 et CD14 (Tsuchiya et al., 1980; Auwerx,

1991). Elles sont capables de produire différentes cytokines inflammatoires et peuvent être

différenciées en macrophages avec des esters de phorbol (Hiura et al., 1999).

Dans cette étude, les cellules THP-1 sont utilisées en suspension (phénotype de monocytes) ou après

différenciation en macrophages.

1-1-1 Culture cellulaire

Les cellules sont cultivées en suspension dans des flacons de cultures de 75 cm² à raison de

106 cellules/ ml au maximum. Le milieu de culture est un milieu RPMI 1640 (Invitrogen) additionné

de 10 % de sérum de veau foetal, de 1 % de pénicilline/streptomycine, 1 % de L-glutamine. Le

milieu est renouvelé 3 fois par semaine par centrifugation de la suspension cellulaire à 1000 g

pendant 5 min. Le culot cellulaire est remis en suspension dans le milieu de culture de manière à

obtenir une concentration de 106 cellules/ml.

Les cellules sont incubées à 37°C en atmosphère enrichie de 5 % CO2.

1-1-2 Différentiation en macrophages

Les cellules THP-1 bloquées au stade monocyte peuvent être différenciées en macrophages

par addition de Phorbol 12-Myristate 13-Acétate (PMA) entraînant leur adhésion au support de

culture.

Les cellules sont cultivées pendant 72 heures en présence de PMA à une concentration de 8 nM (Park

et al., 2007).

A la fin du temps d’incubation le milieu contenant le PMA estéliminé, les cellules adhérentes sont

rincées avec du RPMI 1640 afin d’éliminer les traces du PMA et du milieu complet (RPMI 1640
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additionné de 10 % de sérum de veau fœtal, de 1 % de pénicilline/streptomycine, 1 % de L-

glutamine) est ajouté pour la suite des expérimentations.

1-1-3- Etude de l’effet de l’extrait sur la viabilité cellulaire

L’effet de l’extrait surla viabilité des cellules de la lignée THP1 a été testé sur les deux

phénotypes de la lignée et grâce á la méthode MTT. Premièrement les cellules en suspension

(monocytes) ont été incubées en présence de l’extrait á différentes dilutions 0,1%, 1%, 2,5%, 5% et

10% pendant 24 heures. Ensuite, la même expérimentation a été refaite sur les cellules après leurs

différentiations en macrophages.

1- 1-3-1 Principe

Le test est basé sur la transformation des sels de tetrazolium, 3-(4,5-dimethylthiazoly-2)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide (MTT), de couleur jaune en cristaux violet de formazan par la succinate

déshysdrogénase mitochondriale, uniquement active dans les cellules vivantes.

La formation des cristaux de formazan est donc proportionnelle au nombre de mitochondries

fonctionnelles (fig. 28).

1- 1-3-2 Méthode

Les cellules ont été incubées dans des plaques de 96 puits (80 000 cellules/ml de milieu de

culture), en présence de différentes dilutions de l’extrait: 0,5%, 0,1%, 1%, 5%, 10%.

Après 24 heures d’incubation le milieu deculture est éliminé. Cette étape est suivie d’un lavage avec

du PBS, 100 μl d’une solution MTT (1mg/ml) (1mg de MTT dans une solution de tampon Hank’s a 

10%) sont ensuite additionnées dans chaque puits.

La plaque est incubée une deuxième fois, après 1 heure de temps on observe l’apparition de cristaux

de couleur violet que l’on solubilise par le DMSO.  On mesure en fin, l’intensité de la coloration á 

492 nm.
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Figure 28: Schéma représentant le principe de test MTT (A) et la structure du MTT et du Formazan

(B) (Duval et al., 2012)

1-1-4 Effet de l’extrait sur l’activité des macrophages

1-1-4-1Effet de l’extrait sur l’activité phagocytaire

Afin d’étudier l’activité phagocytaire des macrophages, les cellules sont incubées en présence

de l’extrait á différentes concentrations. Après 24 heures, on change le milieu de culture et on incube

les cellules, pendant 1 heure á 37ºC, avec le dextran-FITC (1mg/ml). A la fin de l’incubation les

cellules sont lavées et fixeés au formaldehyde (3,7%) (Sano et al., 2003).

Finalement, le nombre de macrophages présentant une fluorescence intra cellulaire est

comptée sous microscope á fluorescence et l’indice phagocytaire est calculé selon la formule:

  L’indice phagocytaire =  X100

PI (test) = Nombre de macrophages en états de phagocytose après traitement avec l’extrait

PI (contrôle)= Nombre de macrophages en états de phagocytose en absence de l’extrait

PI (test) - PI (contrôle)

PI (contrôle)



Partie expérimentale Chapitre 2 : Etude de l’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire

66

1-1-4-2 Effet de l’extraitsur la production des radicaux libres oxygénés par la mesure de la

réduction du bleu de nitrotétrazolium (NBT)

1-1-4-2-1 Principe :

Le « burst oxydatif » ou burst respiratoire correspond à une brusque augmentation de la

consommation en oxygène qui a pour finaliter la production d’anion superoxyde (O2-), de perhydrol

et l’oxydation du glucose par le shunt des hexoses monophosphates. L’activation d’une enzyme, la 

NADPH oxydase, est la clé de ce burst : elle permet de catalyser la transformation de l’O2 en O2- en

transformant le NADPH en NADP+ + H+.

Le NBT est un composé dicationique électrophile qui capte facilement les électrons d’un

donneur d’électrons et sa réduction complète en diformazan nécessite 2 électrons et 4 protons selon la

réaction:

NBT++ 2 Cl- + 4 H+ di-formazan + 2 HCl

En solution aqueuse, les réactions produisant des ions O2- conduisent à la réduction du NBT en

monoformazan selon la réaction :

NBT++ , 2 Cl
_
+ 2 O2

_
+ 2 H+ NBT+ , Cl- + 2 O2 + HCl

La forme oxydée du NBT est de couleur jaune, sa réduction s’accompagne d’une perte des charges

positives conduisant à la diminution de sa solubilité et à une modification de son spectre d’absorption

dans le visible, caractérisée par l’apparition d’une couleur bleue (Auclair et Voisin, 1985).

1-1-4-2- 2 Méthode :

Les monocytes THP1 sont traités á la PMA selon la méthode citée précédemment. Après leur

différenciation en macrophages les cellules sont décollées á l’aide d’un cell scraper et 20 μl de la

suspension cellulaire (106 cellules/ml) sont transférés dans chaque puits d’une plaque de 96 puits.

Les cellules sont ensuite incubées avec différentes concentrations de l’extrait d’escargot. Après 24

heures le milieu est changé et les cellules sont mises en culture avec des levures du genre Candida

glabrata (ATCC2001 à une concentration de 1 000 000 UFC/ml), comme exemple de micro-
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organisme activateur de macrophages. 20 µl d’une solution de NBT (1,5 mg/ml) est additionnée aussi

dans le milieu. Après incubation 1 heure á 37ºC, on procède au lavage des cellules avec du méthanol.

Après aspiration complète du méthanol 120 µl de KOH 2M plus 140 µl de DMSO sont rajoutés dans

chaque puits.

La précipitation intracellulaire du formazan induite par la réduction du NBT (de couleur bleu)

est mesurée directement dans les cellules,sans solubilisation, à l’aide d’un lecteur de microplaques à

la longueur d’onde 620 nm (Choi et al., 2006).

Les résultats sont exprimés en pourcentage de réduction du NBT selon la formule:

NBT reduction (%) = × 100

DO : densité optique.

Contrôle négatif: macrophage incubé en présence de la levure.

1-1-4-3 Effet de l’extrait sur la production du TNFαpar les macrophages :

Les monocytes THP- 1 sont cultivées en présence de la PMA dans des plaques de 96 puits

(200 000 cellules par/puits). Après leurs différentiations en macrophages. Les cellules sont stimulées

par des Lipopolysaccharides d’Escherichia coli (B4 :0111 á 100 ng/ml), en présence ou en absence

de l’extrait á différentes concentrations. Les cellules sont incubées pendant 24 heures, á 37°C et 5%

CO2. Le surnageant de culture est prélevé et servira pour le dosage du TNFαselon la méthode

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

1-1-4-3-1 Principe:

La méthode est basée sur la réaction spécifique entre antigène- anticorps. La totalité de

l'antigène à doser se lie à l'anticorps fixé. Il est ensuite révélé par un second anticorps marqué. On

DO échantillon− DO contrôle négatif

DO contrôle négatif
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mesure la fraction liée qui augmente avec la concentration en antigène à doser (linéairement pour de

faibles concentrations). (fig. 29)

Figure 29: Schéma représente le principe du dosage ELISA sandwitch.

1-1-4-3-2- Méthode

Le dosage a était réalisé sur les surnageants de culture des cellules contrôles et traitées, et grâce au kit

« TNFαhuman Boster immunoleader ELISA kit». Selon les étapes suivantes :

1- Préparation de la gamme d’étalonnage: la gamme d’étalonnage a été réalisée a partir 

d’un TNF αrecombinant à une concentration initiale de 10 ng/ml. Les concentrations utilisées seront

de l’ordre de: 500 pg, 250 pg, 125 pg, 62,5 pg, 31,2 pg et 15,6 pg.

2- Préparation des échantillons : les échantillons sont dilués (1v :1v) dans un tampon PBS

(sample dilution buffer).

3- Distribution des différents éléments dans la plaque

- On met 100μl de tampon de dilution dans le premier puits (le blanc).

- On distribue 100μl du standard TNFαselon les différentes concentrations (en duplicate).

- On met ensuite 100μl de chaque échantillon dans les différents puits de la plaque.

On incube la plaque a 37º C pendant 90 minutes, ensuite on rajoute 100μl de l’anticorps anti TNFα-

biotynilé et en incube la plaque encore une fois a 37º C.

Après 60 minutes on procède au lavage de la plaque avec une solution PBS (0,01M) et a

l’aide d’un laveur MINDRAY.

L’étape suivante consiste á une incubation de la plaque a 37º C en présence d’une solution

Avidin-Biotin- Peroxydase. Après 30 minutes, la plaque est lavée avec du PBS et 99μl du révélateur

TMB (tetra methyl benzidine) sont rajoutés dans chaque puits.



Partie expérimentale Chapitre 2 : Etude de l’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire

69

Après 15 minutes à l’obscurité on voit l’apparition d’une couleur bleu. La réaction est 

finalement stoppée a l’aide d’une solution á base d’acide sulfurique «TMB stop solution » la couleur

change du bleu en jaune.

La lecture de la plaque se fait avec un lecteur microplaque MINDRAY MR-96A à une

longueur d’onde de 450 nm.

.
1-1-4-4Etude de l’effet de l’extrait sur la production d’oxyde nitrique NO:

Les mêmes surnageants qui ont servi au dosage du TNFα serontutilisés pour déterminer la

concentration du NO produit par les macrophages.

1-1-4-4 -1 Principe :

Le dosage du NO est réalisé selon la méthode de Griess et grâce au kit « Griess Reagent Kit

for Nitrite Determination G-7921 » du life technologies. La technique repose sur la conversion, dans

un milieu acide et en présence du nitrite, de l’acide sulfanilique en sels de diazonium. Ce dernier

sera couplé au N-(1- naphtyl) ethylènediamine pour révéler un chromogène rose mesurable á 548 nm.

(fig. 30)

Figure 30: Principe de la réaction de Griess (selon le prospectus Griess Reagent Kit for

Nitrite Determination G-7921).

N-(1- naphtyl) ethylènediamineAcide sulfanilique Sel diazonium

Chromogène
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1-1-4-4 -2 Méthode

Le kit contient deux solutions une solution d’acide sulfanilique et une solution du N-(1-

naphtyl) ethylènediamine dihydrochloride, le réactif de Griess est préparé en mélangeant 1V/1V de

chaque solution

Dans une plaque de 96 puits on transfère 150 µl de surnageant de culture (des cellules

témoins et traitées avec l’extrait d’escargot) auxquels on rajoute 130 µl d’eau distillée et 20 µl de

réactif de Griess.

Après incubation 30 minutes á température ambiante, La lecture se fait á 548 nm contre un

blanc contenant 20 µl de réactif plus 280 µl d’eau distillée.

           La gamme d’étalonnage est réalisée á partir d’une solution standard de NaNO2 (1mM)

1-2l’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire in vivo chez les souris :

1-2-1- Elevage et traitement des souris:

 L’étude aété effectuée sur un groupe de souris (Mus musculus) mâles, âgés de 2,5 à 3 mois,

ayant un poids entre 24 et 30 g. L’élevage des souris a été réalisé dans des cages en plastique, dans

une température ambiante, un rythme nycthémérale 12h jour/12h nuit et un régime alimentaire

standard.

Les souris sont reparties en 4 lots (chaque lot comprenant 10 souris) le traitement se fait un

jour sur deux par injection intra péritonéale pendant une période de 28 jours :

- 1er lot : lot contrôle qui reçoit un volume de 0,5 ml du Nacl á 0,9%.

- 2ème lot: traité avec 0,5 ml de l’extrait.

- 3ème lot : traité avec les lipopolysaccharides d’E. coli (B4 :0111) et avec les doses suivante :

32 μg/souris (l’équivalent de 1,4 mg/kg)pendant une semaine, une dose transitoire de 55 μg/souris

(l’équivalent de 1,96 mg/kg) pendant 3 jours et finalement pour le reste de la période du traitement

les souris reçoivent une dose de 75μg (l’équivalent de 2,7mg/kg).

- 4ème lot : les souris sont traitées avec les LPS + l’extrait. LPS est administré en premier 

suivi de l’extrait après 24 heures. Les doses utilisées sont les mêmes que les traitements simples (le 

LPS est administré aux doses 32, 55, 75μg successivement, alors que l’extrait est administré avec un 

volume de 0,5 ml)
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1-2-2- Prélèvement du sanguin et des organes

Chaque semaine le sang est prélevé sur un anti coagulant EDTA, le plasma est conservé a

-20º C pour le dosage du TNFαet les animaux sont disséqués. Leurs rates et foies sont conservés

dans du formol.

1-2-3 Préparation des coupes histologiques

Les coupes histologiques ont été réalisées selon la technique Martoja & Martoja, 1967. Les

organes sont conservés dans du formol à 10 %, qui a pour rôle de fixer les pièces. Ils sont ensuite

déshydratés dans trois bains successifs d’éthanolá différentes concentrations 50%, 60% et 90% (la

durée de chaque bain est de 3 min X3).

L’étape suivante est l’inclusion des échantillons dans la paraffine. Les échantillons sont

coupés, sous forme de ruban de paraffine (4-5 μm d’epaisseur), á l’aide dumicrotome et étalés sur

des lames en verre. Afin de fixer les rubans de paraffine, les lames seront chauffées á 45°C, puis 56

°C pendant 2 heures pour le séchage.

On procède ensuite au déparaffinage qui consiste á faire passer les échantillons dans le xylène

puis dans deux bains successifs d’alcool á concentrations décroissantes 100%, 70%. Les lames sont

encore, réhydratées dans un bain d’eau. 

Après réhydratation, les coupes sont colorées. Elles sont d'abord plongées dans

l'hématoxyline pendant 5 à 10 minutes puis rincées par trois bains successifs d'eau. Elles seront

ensuite recouvertes de gouttes d'éosine. Après deux minutes de coloration, les coupes sont rincées par

l'eau distillée.

Finalement, l’observation des lames a été faite sur un microscope OPTECH OPTICAL

TECNOLOGY®.

1-2-4- Dosage des taux plasmatiques du TNFα

Le dosage est effectué par la technique ELISA et á l’aide d’un kit «TNFαmouse Boster

Immunoleader » spécifique aux souris. Selon la méthode cite dans la page 67.

1-3 Analyse statistique :

L’analyse statistique a été réalisée selon les méthodes citées dans le chapitre 1 de la partie 

expérimentale (page 55)
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2. Résultats

2-1-Effet de l’extrait sur l’activité des macrophages

2-1-1 Etude de la cytotoxicité de l’extrait sur la lignée THP1

2-1-1-1Effet de l’extrait sur la viabilité des monocytes

Les cellules de la lignée THP1 se présentent sous forme de monocytes non adhérents qui se

différencient en macrophages adhérents sous l’effet de la PMA. L’incubation des monocytes THP1

en présence de différentes concentrations de l’extraitmontre que l’extraitn’affecte pas la viabilité 

des monocytes. Au contraire, le nombre de cellules vivantes augmente progressivement avec les

différentes concentrations de l’extrait, indiquant qu’il existe une prolifération cellulaire.

Le nombre de cellules augmente significativement avec les dilutions 2,5% (p<0,05), 5%

(p<0,001) et 10% (p<0,001). (fig. 31)
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Figure 31 :Effet de l’extrait d’H. aspersa sur la viabilité des monocytes de la lignée THP1 après 24

heures de traitement : résultats exprimés en pourcentage par rapport au contrôle (* significatif

p<0,05 ; *** hautement significatif p<0,001).
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2-1-1-2 Etude del’effet de l’extrait sur la viabilité des macrophages

La viabilité cellulaire des macrophages (fig. 32), traités avec les dilutions 0,1% et 10% est

comparative avec celle des cellules contrôles. Par contre, la viabilité des macrophages traités avec les

dilutions 1%, 2,5% et 5% a été diminuée de manière très hautement significative (p<0,001).

L’extrait d’escargotaux dilutions 1%, 2,5% et 5% présente donc un effet cytotoxique sur les

macrophages. La valeur IC50= 2,5%.
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Figure 32: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur la viabilité les macrophages de la lignée THP1 après

24 heures de traitement : résultats exprimés en pourcentage par rapport au contrôle (*** hautement

significatif p<0,001).
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2-1-2 Effetde l’extrait sur la morphologie des macrophages

L’étude de l’effet de l’extrait sur la viabilité cellulaire par le test MTT nous a permis de

choisir les dilutions qui possèdent un effet marqué sur les macrophages. De ce fait on a choisi 3

dilutions pour étudier l’effet de l’extrait sur l’activité des macrophages. Les dilutions 0,1% et 10%

vu qu’elles n’affectent pas la viabilité, elles représentent aussi, les deux extrémités inférieure et 

supérieure de l’intervalle des doses cytotoxiques et la dose 1% qui est une dose cytotoxique et proche

de l’IC50 (IC50= 2,5).

Les macrophages THP1 sont incubés pendant 24 heures en présence de l’extrait aux dilutions 

0,1%, 1% et 10%. L’analyse sous microscope inversé (fig. 33) montre que les cellules dans les puits

contrôles se présentent sous forme d’amas cellulaires (formés d’un grandnombre de cellules). Le

traitement avec l’extrait montre qu’il n’existe aucune altération morphologique sur les cellules.

Néanmoins, avec la dilution 0,1% on observe une augmentation de la granulation cytoplasmique

alors qu’avec la dilution 10% on notequ’il existe peu d’amas cellulaires, aussi le nombre de cellules

formant ces amas est très réduit. Les cellules sont libres, séparées et dispersées dans le milieu de

culture.
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Figure 33: Variations morphologiques observées au niveau des cellules THP1 (objectif X20) après

24 heures de traitement avec l’extrait. (A) Cellules non traitées (Contrôle). (B) Cellules traitées par

la dilution 1%. (C) Cellules traitées par la dilution 0,1%. (D) Cellules traitées avec la dilution 10%.

A B

C D
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2-1-3Effet de l’extrait sur l’activité phagocytaire

Le traitement des macrophages avec les dilutions 0,1% et 1% de l’extrait d’escargot n’a pas 

d’effet sur l’activitéphagocytaire. La dilution 10% par contre, entraine une augmentation de la

capacité des macrophages á phagocyter les particules du Dextran. On note une augmentation

significativede l’indice phagocytaire(p<0,05) (fig. 34)
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Figure 34:Effet de l’extrait d’H. aspersasur l’activité phagocytaire des macrophages de la lignée 

THP1 après 24 heures de traitement (* significatif p<0,05).
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2-1-4Effet de l’extrait sur la production des radicaux libres oxygénés

Le burst oxydatif (burst respiratoire) et la production des radicaux libres oxygénés ont été

mesurés par la réduction du NBT. Cependant, le traitement des macrophages avec l’extrait d’escargot 

aux concentrations 0,1% et 10% entraine une augmentation du brust respiratoire des macrophages. La

dilution 10% semble avoir plus d’effet (p<0,05).

Cependant, la dilution 1% diminue la production des radicaux libres oxygénés de manière non

significative (fig.35)
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Figure 35: Effet de l’extrait d’escargots sur la production des radicauxlibres oxygénés mesurée par

la méthode de réduction intracellulaire du NBT : résultats exprimés en pourcentage par rapport au

contrôle (* significatif p<0,05).

*

*



Partie expérimentale Etude de l’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire

78

2-1-5Effet de l’extrait sur la production du TNFαpar les macrophages

La figure 36 montre l’effet de l’extrait d’H. aspersa aux dilutions 0,1%, 1% et 10% sur la

sécrétion du TNFαpar les macrophages THP1. Les résultats montrent que les taux de la cytokine

augmentent de manière très significative lors de la stimulation des macrophages avec la dilution 1 %

(p<0,05) de l’extrait. Les dilutions 0,1% et 10% n’ont pas d’effet marquant sur les concentrations de 

la cytokine dans le milieu de culture. Toutefois, la dilution 10% entraine une faible augmentation

mais statistiquement elle reste non significative.

La stimulation des macrophages par les LPS d’E. coli entraine une augmentation très

significative des taux du TNFα(p<0,01) comparativement au contrôle.

L’introduction de l’extrait en combinaison avec le LPS dans le milieu de culture entraine une 

augmentation des taux de la cytokine avec les 3 dilutions. Comparativement au contrôle,

l’augmentation est significative avec la dilution 1% (p<0,05) et très significative avec les dilutions

0,1% et 10% (p<0,01).

Si on compare statistiquement, l’effet de l’extrait d’escargot, sur la sécrétion du TNFα, par

rapport á celui du LPS (fig. 36 astérisques bleus), on note que l’extrait introduit aux dilutions 0,1 %

(p<0,01)et 10% possèdent moins d’effet stimulateur que les LPSalors que la dose 1% possèdent un

effet stimulateur très élevé comparativement aux LPS.
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Figure 36: Effet de l’extrait d’escargot sur les tauxdu TNFαsécrétés par les macrophages THP1

dans le milieu de culture après 24 heures de traitement. (* comparaison par rapport au contrôle, *

comparaison par rapport au LPS, * significatif p<0,05 ; ** très significatif p<0,01)

2-1-6Effet de l’extrait sur la production du NO par les macrophages

Les résultats montrent que le traitement par les LPS augmente les taux du NO dans le milieu

de culture. L’extrait d’escargot administré á la dilution 1% entraine une stimulation hautement 

significative (p < 0,001) de la production du NO par les macrophages. Les dilutions 0,1% et 10% par

contre n’ont pas d’effet significatif sur la production du NO.

En combinaison avec les LPS, l’extrait á la concentration 1% stimule très fortement la

production du NO (p < 0,001).

En comparant l’effet de l’extrait á celui du LPS, on note que; la concentration 1% entraine

une production très élevé du NO (p < 0,001). Au contraire, les concentrations 0,1 % et 10%

possèdent un effet inhibiteur sur la production du NO (fig.37).
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Figure 37: Effet de l’extrait d’escargot sur la concentration du NO sécrété par les macrophages 

THP1 dans le milieu de culture après 24 heures de  traitement á l’extrait d’escargot (* comparaison

par rapport au contrôle, * comparaison par rapport au LPS, * significatif p<0,05 ;*** hautement

significatif p<0,001)

2-2-Effet de l’extrait d’H. aspersa sur la réponse inflammatoire in vivo.

2-2-1 Effet de l’extraitsur les taux plasmatiques du TNFα

Les taux plasmatiques de TNFαchez souris contrôles sont évalués a environ 400 pg/ml. Le

traitement des souris avec l’extrait entraine une diminution progressive des taux de la cytokine après 

15, 21 et 28 jours.

L’analyse statistique montre que l’extrait inhibe la sécrétion du TNFαdans le plasma de

manière significative à 15 jours (p<0,05) et très significative à 28 jours (p<0,01) comparativement

au control.

Le traitement avec le LPS entraine une augmentation des taux de la cytokine après 7, 15 et 21

jours de traitement. Une diminution est observée après 28 jours.

* *

***
***

***
***

* *
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La comparaison avec les valeurs contrôles et traité montre que l’augmentation est très 

significative (très significatif p < 0,01).

Le traitement des souris avec la combinaison LPS+ extrait n’a pas d’effet sur les taux 

plasmatiques de la cytokine après 7 et 15 jours de traitement. Les taux de la cytokine diminuent

ensuite après 21 et 28 jours de traitement.

La comparaison avec le contrôle et le traitement avec le LPS montre que le traitement

combiné inhibe la sécrétion de la cytokine dans le plasma. L’extrait d’escargot possède apparement

un effet anti TNF in vivo (fig. 38)
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Figure 38: Effet de l’extrait d’escargots sur les taux plasmatiques du TNFαchez les souris (n=3,

* significatif p<0,05, ** très significatif p < 0,01, *** hautement significatif p<0,001).
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2-2-2 - Etude de l’effet de l’extrait d’escargots sur la réponse inflammatoire au niveau du foie

2-2-2 -1Effet de l’extrait d’escargot sur la structure histologique du foie.

La figure 39 représente la structure histologique du foie d’une souris contrôle. L’analyse 

microscopique montre qu’il n’existe aucune altération tissulaire. On voit sur la figure la veine porte 

et les hépatocytes de morphologie normale.

Figure 39 : Coupe histologique du foie,colorée á l’hématoxyline-eosine, des souris contrôle Gx100.

(VP) : Veine porte hépatique ; (H) : hépatocytes.
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Sur la figure suivante (fig. 40A) on ne voit aucune altération de la structure tissulaire. Il

semble que l’extrait d’escargot n’a pas d’effet sur la structure histologique du foie durant les premiers

15 jours du traitement. On voit sur la figure 40B, les artères hépatiques et les sinusoïdes, entourés par

les cellules de kuppfer.

A partir de 21 jours (fig. 40C), l’étude histologique montre que l’extrait induit des lésions 

hépatiques. Ces lésions sont plus importantes après 28 jours de traitement (fig. 40D).

Figure 40: Coupe histologique du foie, colorée á l’hématoxyline-eosine, des souris traitées avec

l’extrait d’escargotH. aspersa, pour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours GX100.

(VCL) : Veinecentrolobulaire. (a) : artère hépatique. (CK) : cellules de Kupffer. (S): sinusoïde. (N) :

nécrose.
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2-2-2 -2 Effet du LPS sur la structure histologique du foie

Le LPS administré pendant 7, 15, 21 et 28 jours chez les souris entraine, l’apparition d’un 

grand nombre de cellules avec un cytoplasme non coloré, ce sont des cellules en nécroses. Le LPS

provoque donc une lésion du tissu hépatique qui se traduit par la nécrose des hépatocytes. On note

que l’altération du tissu et le nombre de cellules en nécrose augmente avec la durée du traitement

(fig. 41).

Figure 41 : Coupe histologique du foie,colorée á l’hématoxyline-eosine, des souris traitées avec les

LPS, pour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours GX100. (a) : artère hépatique. (N) :

nécrose (S): sinusoïde. (VCL) : Veinecentrolobulaire... (L) : lymphatique.
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2-2-2 -3 Effet du traitement combiné sur la structure histologique du foie

La figure 42 représente le foie des souris traitées avec une combinaison LPS+Extrait, pendant

7, 15, 21 et 28 jours. On voit sur la figure des cellules hépatiques en nécrose et un grand nombre de

cellules immunitaires autour des veines et des artères (fig. 42A).

Après 15 jours de traitement (fig. 42B), on note l’apparition de granulomes, dont la figure

42E représente sa structure histologique qui est formé principalement de macrophages.

Chez les souris traitées pour une période de 21 et 28 jours l’étude histologique montre une

diminution de la nécrose au niveau des cellules hépatiques et une résolution des granulomes.

Apparemment,l’extrait d’escargot possède un effet réparateur sur le foie, ce qui est vraiment 

confirmé après 28 jours du traitement.
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Figure 42: Coupe histologique du foie, colorée á l’hématoxyline-eosine, des souris traitées avec la

combinaison LPS+ Extrait d’escargot, pour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours

GX100, (E) agrandissement GX1000 d’un granulome. (V) : veine. (CI) cellules immunitaires. (G)

granulome. (S) sinusoïde. (M) macrophages. (H) hépatocyte.
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2-2-3 - Etude de l’effet de l’extrait d’escargots sur la réponseinflammatoire au niveau de la
rate

2-2-3 -1- Effet de l’extrait sur la structure de la rate

Les coupes histologiques suivantes (fig. 43) montrent la structure de la rate chez les souris

contrôles, en état de repos du système immunitaire. On voie sur la coupe la pulpe rouge (PR) et la

pulpe blanche (PB). Cette dernière, se présentent sous forme d'une zone sombre entourée d'une

zone claire, la zone marginale qui constitue la jonction entre la pulpe rouge et la pulpe

blanche.

Figure 43: Coupe histologique de la rate, colorée par hématoxyline-éosine, des souris contrôle (A)

GX40 et (B) GX100. (PB): pulpe blanche, (PR) pulpe rouge, (a) artériole. (c): capsule externe

fibro-élastique. (T): travée, (ZM): zone marginale.
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La figure 44montre que l’extrait n’a pas d’effet sur la structure histologique de la rate après 

7 (A) et 15 (B) jours. Après 21 (C) et 28 (D) jours on remarque la présence des aires circulaires

claires, le plus souvent periartériolaires. Ce sont des dépôts de proteines amyloides.

Figure 44: Coupe histologique de la rate, colorée par hématoxyline-éosine, des souris traitées avec

l’extrait d’escargotpour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours GX40. (PB): pulpe

blanche, (PR): pulpe rouge, (ZM) zone marginale, (c): capsule externe fibro-élastique. (PA)

protéines amyloïdes, (T): travée.
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2-2-3 -2- Effet du LPS sur la structure histologique de la rate

Après 7 jours du traitement avec le LPS, la structure de la rate garde ces compartiments bien

distincts, la pulpe rouge et la pulpe blanche (fig. 45A).

Chez les souris traitées avec le LPS pendant 15 jours on observe un changement de la

structure. La zone marginale est plus large et la pulpe blanche se présente sous forme de

compartiments clairs vides contenant peu de cellules (fig. 45B). A partir de 21 jours on note

l’apparition d’amylose.

Figure 45: Coupe histologique de la rate, colorée par hématoxyline-éosine, des souris traitées avec le

LPS pour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours GX40. (PB): pulpe blanche, (PR):

pulpe rouge, (a): artère, (ZM) zone marginale, (PA) protéines amyloïdes.
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2-2-3 -3- Effet du traitement combiné sur la structure histologique de la rate

Après 7 jours de traitement avec la combinaison LPS+ extrait on ne voit aucune altération

dans l’histologie de la rate(fig. 46A).

Après 15 jours, on observe une modification de la structure de la rate (fig. 46B). Les aires des

pulpes rouge et blanche ne sont pas bien séparées. On note également, l’apparition de cellules de 

grande taille (fig. 46E), avec un contour irrégulier et des noyaux multiples dispersés dans le

cytoplasme. Ce sont des macrophages fusionnés « foreign body giant cell » (fig. 46F).

Aux 21 et 28ème jours, on ne voit plus les compartiments de rate, mais on observe la présence

des dépôts des protéines amyloïdes (fig. 46C et D).
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Figure 46: Coupe histologique de la rate, colorée par hématoxyline-éosine, des souris traitées avec la

combinaison LPS+ Extrait pour une période de 7 (A), 15 (B), 21 (C) et 28 (D) jours GX40. (E)

structure histologique de la rate après 15 jours GX400. (F) structure histologique des cellules de

Muller (GX1000). (PB): pulpe blanche, (PR): pulpe rouge, (ZM) zone marginale, (T): travée, (PA)

protéines amyloïdes, (c): capsule externe fibro-élastique, (CM) : cellule de Muller.
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3. Discussion

3-1Effet de l’extrait d’H. aspersasur l’activité des macrophages in vitro.

Les macrophages sont des cellules du système immunitaire inné qui jouent un rôle principal

dans la réponse anti infectieuse et anti tumorale. Ils sont activés principalement par l’IFNγ et le 

TNFα mais aussi par toutes molécules stimulatrices de TNFαcomme les LPS (Mosser, 2003).

Le macrophage reconnaît les pathogènes grâce aux récepteurs de l’immunité naturelleappelés

« pattern recognition receptor PRR » qui regroupent : le récepteur mannose, les récepteurs

scagenvers, les récepteurs Toll et le CD14 (Kawai & Akira, 2010).

L’effet de l’extrait sur l’activité des macrophages a été testé sur la lignée THP1. La réponse

proliférative des cellules de cette lignée montre qu’il stimule la prolifération des monocytes par

contre il réduit le nombre des macrophages lorsqu’il est administré a des concentrations

intermédiaires (entre 5% et 1%). En revanche, des concentrations fortes (10%) ou très faibles (0,1%)

del’extrait n’ont pas d’effet surle nombre de macrophages en culture.

En général, les monocytes sont des cellules non-prolifératives, néanmoins, il a été démontré

in vitro qu’un faible pourcentage de monocytes peut entrer en phase de divisons sous l’effet des

cytokines comme le M-CSF et le GM-CSF, ces cellules sont désignées par « immature

subpopulation proliferative monocyte » (Finnin et al., 1999 ; Clanchy et al., 2006) et vu que la lignée

THP1 est une lignée de pro-monocytes qui a encore la capacité de prolifération et de différenciation

en monocytes matures (Auwerx, 1991), il semble que l’extrait a simulé la sécrétion de certaines de

ces cytokines soit directement ou via la stimulation de certains récepteurs comme les récepteurs Toll

qui possèdent la capacité de réguler l’expressiondes cytokines.

L’effet de l’extrait sur l’activité phagocytaire montre que la dose 10% augmente l’activité

phagocytaire des macrophages. Cette activité est corrélée avec le processus de dégranulation et de

libération des enzymes lysosomales comme les phosphatases acides (Quinn et al., 2006) (fig 47).

Ceci explique l’existence de peu de granulation dans les cellules traitées avec la dose 10%.

Le test NBT permet de mesurer la capacité des macrophages á produire l’anion superoxyde 

O2
- (Choi et al., 2006), des pourcentages élevés de la réduction du NBT représente une activité élevée

des oxydases ce qui témoigne l’existence d’une activité de dégradation intra cellulaire (Rainard,

1986).
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Figure 47 : Dégranulation lysosomiale et production des radicaux libres au cours de la phagocytose

(Quinn et al., 2006)
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Avec cette même dose on a observé une diminution de l’agrégation cellulaire, l’extrait 

entraine apparemment une diminution des molécules d’adhésion á la surface des macrophages.

La dose 0,1%n’a pas d’effet sur l’activité phagocytaire, elle entraine une augmentation de la

granulation et une augmentation de la production des anions O2-. En tenant compte des résultats

obtenus dans le premier chapitre (la dose 0,1% n’a pas d’effet anti-oxydant, n’a pas la capacitéde

piéger le H2O2), on peut conclure que cette dose possède un effet pro-oxydant, elle entraine une

synthèse des radicaux libres au niveau des macrophages précisément une génération des ROS et qui

est á l’origine de l’augmentation de la réduction du NBT.

Aussi, il semble que l’extrait contient une molécule stimulatrice de la phagocytose et qui doit

être administrée en dose plus élevé.

La dose 1% constitue une dose cytotoxique pour la lignée THP1 comme pour la lignée

Hs578T. L’utilisation de cette dose provoque dans ce cas également une production élevée du TNFα 

et du NO, qui sont apparemment les deux médiateurs cytotoxiques, responsables du déclanchement

de la mort cellulaire des macrophages (Park & Pyo, 2013).

Dans la deuxième partie de notre étude sur les macrophages THP1 nous avons stimulé les

macrophages avec des LPS d’E. coli. Les LPS représentent le composant majeur de la surface externe

des bactéries gram négatives (fig 48). Sur les macrophages, ils se lient au récepteur TLR4 (Itoh et al.,

2003) (fig. 48) et entraine l’activation de deux voies de signalisation; la voie MyD88 et la voie

TRIF. La signalisation MyD88 stimule l’expression des cytokines inflammatoires; le TNFα, IL-6,

IL-12, IL-1. La voie TRIF par contre entraine l’expression des interférons de type I (Akira et al.,

2006).

Le but de l’utilisation des LPS dans notre expérimentationest de comparer d’une part l’effet 

stimulateur de l’extrait parrapport à celui des LPS et d’autre part, tester l’existence d’un effet anti 

inflammatoire chez les macrophages activés par les LPS.

Cependant, les résultats montrent une réponse des macrophages vis-à-vis des LPS se

traduisant par une augmentation de la production du TNFα; différentes études ont reporté ce résultat

(Lichtman et al., 1998 ; Ignácio et al., 2001 ; Qureshi et al., 2012). Comparativement au contrôle les

concentrations 0,1 et 10% de l’extrait n’ont pas d’effet sur les taux de la cytokine. La dose 1%

stimule le TNFα si elle est appliquée seule sur les macrophages, par contre elle possède un effet

inhibiteur sur la cytokine, si elle est introduite en combinaison avec les LPS.
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Figure 48 : Structure (Beutler & Rietschel, 2003) et voies de signalisation stimulée par les LPS

d’E.coli (Finlay & Hancock, 2004)
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Le NO est un médiateur anti bactérien synthétisé par les cellules inflammatoires ou tissulaires

sous l’effet d’une stimulation par les LPS, les ARN doubles brins ou bien les cytokines IL-1 etTNFα

en synergie avec l’IFNγ. Il est synthétisé grâce á l’enzyme NO synthase (NOS), a partir du

précurseur L-arginine. Au niveau des macrophages activés par les LPS la production du NO est

indépendante du TNFα. En effet, les macrophages de phénotype TNFα R- (qui manque de récepteur

TNFR) présentent des taux d’expression de iNOS et de production du NO similaire aux macrophages 

contrôles. TNFα R+(Xaus et al., 2000).

Les taux du NO apparaissent généralement dans le milieu de culture après 12 et 24 heures,

l’étude de Xaus et al., 2000 a montré qu’une forte stimulation parles LPS peutdéclencher l’apoptose 

des macrophages á travers deux voies soit á travers une action autocrine du TNFαet son récepteur

TNFR1 ou bien á travers l’effet cytotoxique du NO. L’apoptose dépendant de NO fait intervenir

l’expression du p53 et Bax. Les altérations de l’ADN induite par le NO stimulent l’expression du 

p53, qui active les protéines pro- apoptotique. Ce qui provoque le relargage du cytochrome C de la

mitochondrie et l’apoptose du macrophage. Une autre étude récente a reporté que le NO produit par

les macrophages peut stimuler aussi leur autophagie (Park & Pyo, 2013).

3-2-Effet de l’extrait d’H. aspersa sur la réponse inflammatoire in vivo.

L’effet de l’extrait sur la réponse inflammatoire in vivo a été testé sur un modèle

d’inflammation chronique, induite par les LPS d’E. coli. Nous avons choisi d’étudier l’effet sur deux 

organes le foie et la rate.

3-2-1Effet de l’extrait sur les taux plasmatiques du TNFα:

Le dosage du TNFαplasmatique montre que le taux de la cytokine augmente chez les souris

traitées aux LPS, avec un pic vers le 15 ème jour. L’élévation des taux de TNFαaprès une

immunisation par les LPS a été largement reportée (Blanqué et al., 1998; Copeland et al., 2005;

Hong et al., 2012). Les taux diminuent ensuite après 21 et 28 jours. La diminution des taux de la

cytokine semble résulte d’une forme de régulation, une stimulation avec de fortes doses de LPS

entraine une polarisation des lymphocytes T en T régulateurs « Tr1 » produisant des taux élevés

d’IFNγ et IL-10 (Sato et al., 1997).

L’administration de l’extrait d’escargotdiminue les taux plasmatiques de la cytokine.

L’extrait possède donc un effet inhibiteur sur la production du TNFα. Ces résultats sont en
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accordance avec ceux obtenus dans l’étude in vitro. Apparemment l’extrait possède un effet anti 

inflammatoire.

3-2-2Effet de l’extrait sur structure histologique du foie :

Le foie est le siège de la production de nombreuses molécules inflammatoires comme, les

protéines de la phase aigue la CRP (C- reactive protéine), la LBP (Lipopolysaccharide binding

protein) et les protéines du complément qui ont pour rôle de neutraliser les LPS. Ces derniers se lient

à la protéine LBP et activent les cellules de kuppfer. (Knapp et al., 2006, Huang et al., 2007) qui a

leur tour vont produire des cytokines inflammatoires (Hamann, 2005).

Nos résultats montrent que les LPS d’E. coli entrainent des lésions hépatiques dès la première

semaine du traitement. Ceci coïncide avec l’augmentation des concentrations plasmatiques du TNFα

qui est la cytokine principale responsable de l’altération dutissu hépatique. Ces résultats sont en

accord avec ceux obtenus par Tukov et al., 2007, qui ont reporté que l’injection du LPS entraine une 

augmentation des taux plasmatiques du TNFαet les lésions hépatiques qui en résultent sont dues a

des mécanismes complexes impliquant non seulement le TNFαmais aussi les cellules de kuppfer.

Aussi, le traitement des souris avec un anti TNFαréduit considérablement les lésions hépatiques

(Ganey & Roth, 2001). Kobayashi et al., 2002 ont prouvé que les LPS, déclenchent un processus

apoptotique au niveau des hépatocytes dans un premier temps qui sera suivi par une nécrose.

Par ailleurs, des études réalisées sur des souris ont montré que lors d’une infectionvirale les

souris deviennent sensibles á de très faibles doses du LPS et cela est corrélé avec la production des

taux élevés de TNFα,d’IFNγetl’IFNß par les macrophages (Jirillo et al., 2002).

Le TNFα stimule l’expression de plusieurs autres cytokines comme IL-1b, IL-6, IL-8 et le

MIP2 qui peuvent aussi endommager le foie (Locksley et al., 2001). Les polynucleairess’accumulent

dans les sinusoïdes et libèrent des médiateurs provoquant des lésions hépatiques (Jaeschke, 2006).

En revanche, l’administration du LPS en association avec l’extrait d’escargot entraine une 

réparation ou une régénération du tissu hépatique après 21 et 28 jours de traitement. Ce qui confirme

que notre extrait possède effectivement un effet anti- inflammatoire. Il est important de signaler que

la combinaison entraine après 15 jours la formation de granulomes et leurs résolution après 21 jours.

Cette structure est maintenue par les cytokines de type 1 principalement IFNγ, IL-12 et le TNFα.

Dans des modèles murins d’inflammations granulomateuses, l’IFNγest produit d’abordpar les

cellules NK ensuite par les Th1. L’IFNγa pour rôle d’augmenter l’activité bactéricide des
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macrophages, stimuler la sécrétion du TNFαet la migration des lymphocytes TCD4 vers le site

inflammatoire.

En effet, des souris IFNγ-/- infectées par des mycobactéries ne développent plus de

granulomes ni aucune autre réponse protective contre ces bactéries, en raison de la pénétration des

neutrophiles qui provoque une nécrose tissulaire (Sneller, 2002). La résolution du granulome se fait

au bout de 7 jours en présence de l’extrait d’H. aspersa.

D’autre part, le TNFαjoue un rôle régulateur dans la formation de granulome. Des études

réalisées sur des souris immunisées par Corynebacterium parvum ont montré que les souris normales

développent des granulomes au bout d’une période de 10 á 14 jours et la résolution au bout de 40

jours au contraire les souris TNFα-/- traitées avec la même bactérie entraine la formation d’un

nombre réduit de granulomes et une résolution au bout de 40 á 80 jours. Le TNFαsemble posséder

un rôle pro granulomateux durant les premières phases de l’inflammation et anti inflammatoire 

lorsque l’antigène est isolé dans le granulome (Sneller, 2002).

Dans notre cas, la formation de granulome est médié par l’IFNγ puisque l’extrait inhibe la 

sécrétion du TNFαin vivo, mais aussi il faut noter que les formes membranaires du TNFαexprimés á

la surface des macrophages jouent aussi un rôle dans la formation du granulome, des taux élevés de

la forme membranaire de cette cytokine ont été retrouvés dans des macrophages formant des

granulomes hépatiques (Sato et al., 1997).

Le traitement des souris avec l’extrait d’escargot H. aspersa seul pour une période de 15 jours

n’a pas d’effet sur la structure histologique du foie mais a partir de 21 jours on notre la présence de 

lésions.

L’extrait possède donc un effet hépatotoxique á long terme. Il semble que cet effet est du á

l’action des léctines présentes dans l’extrait car des lésions similaires on été enregistrées dans des

modèles d’inflammations induites par la Concanavalin A (Con A). Cette lectine stimulel’infiltration

des lymphocytes dans le foie ce qui peut entrainer la formation des cellules plastoïdes et la libération

des différents types de cytokines qui peuvent endommager le foie (Bradham et al., 1998).

3-2-3Effet de l’extrait sur la structure histologique de la rate :

Les résultats du traitement des souris avec les LPS montrent que la zone marginale, qui est

spécifique aux lymphocytes B, contient peu de cellules. Ceci est en accord avec différentes études qui

ont montré que les LPS stimulent la migration des lymphocytes B de la zone marginale vers les
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centres germinatifs (Groeneveld & Kraal, 1985, Michie et al., 1988, Hwang et al., 2009). Ces

antigènes agissent par stimulation polyclonale des lymphocytes B (Von Andrian & Sallusto, 2007),

dont la prolifération est dose dépendante á partir de 48 heures. Il a été prouvé également que des

doses entre 1 et 10 ng entrainent une réponse Thymoindépendante alors que des doses entre 100 et

10000 ng entrainent une polarisation Th2 (Sato et al., 1997) .

A partir de 21 jours ont note que les trois types de traitement entrainent une apparition d’un 

dépôt de protéines amyloïdes principalement dans la pulpe rouge lors du traitement avec le LPS ou

traitement combiné et juste autours des artères lors du traitement avec l’extrait d’escargotseul.

La réponse naturelle aux infections débute par une phase de réponse aigue qui se caractérise

par une production des cytokines par les macrophages. Suite á une stimulation cytokinique, les

hépatocytes produisent de nombreuses protéines anti –inflammatoires appelées protéines de la phase

aigue, parmi lesquelles on cite la CRP, le fibrinogène, la protéine serum amyloide A (SAA) et

l’heptoglobuline (Gruys et al., 2005).

Par ailleurs, la production continue de ces protéines entraine leur dépôt (amylose ou

amyloidosis) au niveau de divers organes comme le foie, la rate et les reins (Hosaka et al., 2003).

Progressivement les protéines amyloïdes compressent et replacent le tissu normal. Les amyloses sont

classées selon la nature de la protéine qui se dépose en deux types ; amyloses primaires (ou AL

amyloidosis) la protéine en cause est la chaine légère des immunoglobulines ce type d’amylose est 

observé dans les myélomes et les amyloses secondaires et qui résultent du dépôt de la protéine sérum

amyloide A (AA amyloidosis), qui est observé lors des infections chroniques (Monzawa et al., 2003).

Les protéines comme la SAA et la CRP sont mesurables dans le sérum après 4 á 5 heures de

la stimulation, ils persistent jusqu'à 24 heures. Werling et al., 1996 ont montré que lors d’une 

stimulation chronique par des endotoxines bactériennes les taux de la protéine SAA présentent un

plateau après 48 heures, mais ils restent élevés comparativement au contrôle.

Les protéines amyloides au niveau splénique peuvent se déposer dans 3 sites ; la pulpe rouge,

la pulpe blanche, et autour des vaisseaux sanguins. Une étude menée par Ohyama et al., 1990 sur des

amyloses spléniques humaines a montré que les protéines amyloides déposées au niveau de la pulpe

rouge sont de nature (AL), au niveau de la pulpe blanche 70% sont AL et 30% sont SAA. Au niveau

des artères ils ont reporté une prédominance de la protéine SAA.

En se basant sur cette étude on déduit que le traitement des souris par les LPS entraine un

dépôt de chaines légères d’immunoglobulines au niveau de la pulpe rouge. Ceci est possible puisque
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les LPS sont de puissants stimulateurs de la réponse humorale. Dans le cas de l’extrait d’escargot le 

dépôt était observé au tour des artères, et donc il est le résultat du dépôt de la protéine SAA. L’extrait 

d’escargotentraine une activation de cellules inflammatoires comme les macrophages (résultats de

l’étude in vitro), qui stimulent à leur tour la production de la SAA par les hépatocytes.

Aussi l’incidence de l’apparition des amyloses dépend des modèles animaux et des souches

de souris, elles ne sont plus observées chez les rats, rare chez les souris B6C3F1 et plus fréquentes

chez les souris C57BL. Les amyloses peuvent être sévères et conduisent á l’atrophie de la pulpe 

blanche (Suttie, 2006), chose qu’ona observé après 28 jours du traitement combiné. En plus, la

protéine SAA est éliminée principalement par les macrophages, Ham et al., 1997 ont montré que

l’activation des macrophages par des LPS plus IFNγbloque leur capacité á éliminer la protéine SAA

en culture.

Par ailleurs, le traitement combiné entraine une apparition des macrophages fusionnés

« foreign body giant cell » ce type de cellules caractérisent les inflammations chroniques. Les

mécanismes moléculaires et les voies de signalisation induisant la différentiation de ces cellules sont

encore mal connus. Il a été reporté que la fusion dépend de la taille et la dose de l’antigène, elle se

fait en présence de l’IL-4, IL-13 et après l’activation du récepteur mannose (Jay et al., 2010 ;

McNally & Anderson, 2011).
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1. Matériels et méthode :

1-1 Lignée et culture cellulaire

L’activité anti tumorale de l‘extrait a été testé sur la lignée Hs578T. C’estune lignée cellulaire

triple négative du cancer du sein, qui dérive de carcinome de femme caucasienne âgée de 74 ans.

Les cellules sont cultivées dans un milieuDulbecco’s Modified Eagle’s Medium high glucosea

37°C et 5% CO2. Le milieu est additionné de 1% des acides animés non essentiels, 1% de L- glutamine

(200mM), 1% gentamicine (10mg/ml), 1% insuline et 10% de sérum de veau fœtal. 

Le rouge de phénol est présent dans le milieu et sert d’indicateur de pH. Il est rouge a pH

physiologique 7,4 et devient jaune lors d’une acidose ou violacé lors d’une alcalose.

1-2 Etude de la cytotoxicitéde l’extrait vis-à-vis des cellules tumorales

Les cellules de la lignée Hs578T sont incubées dans des plaques de 96 puits (80 000

cellules/ml), en présence de différentes dilutions de l’extrait: 10%, 5%, 1%, 0,5%, 0,1% et 0,01%. La

cytotoxicité de l’extrait d’escargotest évaluée, après 24 heures, par le test colorimétrique MTT selon

la méthode de Mosman, 1983. (Cité dans le chapitre 2 de la partie expérimentale).

1-3- Détermination du mode d’action de l’extrait

Afin de déterminer le mode d’action de l’extrait on procède á l’étude de type de mort cellulaire

par l’utilisation des probes fluorescents.

1- 3-1- Analyse quantitative de l’apoptose

1-1- 3-1- Principe :L’analyse de l’apoptose a été réalisée par un double marquage Annexin/PI et grâce

au kit « Cell apoptosis kit » obtenue de « Agilent Cell Reagents code 5067-1519 »

L’annexine V: est une protéine intra cellulaire qui se lie au phosphatidylsérine en présence du calcium.

La phosphatidyl- sérine est une enzyme liée au feuillet interne de la membrane plasmique des cellules

vivantes, mais au cours de l’apoptose elleest délocalisée et distribuée entre les deux feuillets de la

membrane. L'annexine V (congugée au fluorochrome) ayant une forte affinité pour ces

phosphatidylsérines va marquer donc, les cellules apoptotiques. Il faut noter que les cellules mortes par

nécrose seront aussi marquées par l'annexine. Toutefois, il est possible de discriminer par double

marquage les cellules apoptotiques en rajoutant du Propidium iodide (fig.49)
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Propidium iodide (PI): une molécule fluorescente qui traverse les membranes plasmiques

endommagés, elle intercale avec les acides nucléiques doubles brins et émet une fluorescence rouge

(excitation á 535 nm and emission á 617 nm) (fig.49 ; 50).

L’IP est exclue des cellules vivantes et apoptotique. Les cellules apoptotiques seront donc Ann+IP-.

Les cellules en nécrose sont par contre perméable á l’IP et sont Ann+ PI+

Figure 49: Principe du marquage Annexine-PI (selon le prospectus de kit»

1-1- 3-2- Méthode

Les cellules ont été incubées dans des plaques de 24 puits (80 000 cellules/ml de milieu de

culture), en présence de différentes dilutionsde l’extrait. Après 24 heures de traitement les cellules sont

trypsinisées, transférées dans des tubes dans lesquels elles seront centrifugées á 1000 g pendant 5 min,

les surnageants sont éliminés et remplacés, selon les indications du fabricant du kit, par 100 μl d’une

solution « Annexin binding buffer ». Les tubes sont ensuite vortexés et 5 μl d’Annexine- Cy-5 sont

rajoutés dans la suspension cellulaire. On incube la suspension á l’obscurité á 4ºC. Après 15 min on

rajoute 5μl de PI et on incube les tubes de nouveau (á l’obscurité, á 4ºC et pendant 15 min). A la fin
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de l’incubation on ajoute 400 μl de la solution « Annexin binding buffer ». Finalement le nombre des

cellules marquées est évalué par FACS.

1- 3-2- Détermination des différentes formes de mort cellulaire par microscopie à fluorescence

1- 3-2- -1 Double Marquage des cellules Hs578T par Calcéine AM/PI

1-3-2-1-1 Principe

La calceine AM (Calcein acetoxymethyl ester) est une molécule hydrophobe non fluorescente substrat

de la P-glycoprotein (P-gp). Elle pénètre dans la membrane plasmique des cellules vivantes (exprimant

la P-glycoprotein) ou elle sera hydrolysée par les estérases intra cellulaire en calceine, une molécule

fluorescente stable, détectée á une longueur d’onde d’excitation 494 nmet d’émission 520 nm.

L’intensité de la fluorescence est proportionnelle au nombre des cellules vivantes (fig. 50).

1-3-2-1-2 Méthode

Les cellules sont incubées, dans des plaques de 6 puits (80 000 cellules/ml), en présence de l’extrait. 

Après 24 heures, les cellules sont lavées avec du PBS puis marquées avec un mélange de Calcéine AM

(1 mg/1 ml) et PI (2 mg/ml). Après 20 min les cellules sont fixées avec du paraformaldehyde (1% dans

du PBS) et analysée sous microscope inversé á fluorescence Leica.

Figure 50: Structure et mode d’action de la Calcéine et la PI (Neri et al., 2001)
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1- 3-2- 2 -Double marquage á l’Acridine orange(AO)/Bromure d’ethidium (EB)

1-3-2-2-1 Principe

La méthode consiste á réaliser un double marquage avec une combinaison de deux molécules

florescentes. L’acridine orange (3,6-bis (dimethylamino acridine), une molécule cationique

fluorescente qui pénètre a travers la membrane cellulaire, intercale soit avec les acides nucléiques et

émet une couleur verte, soit elle pénètre dans les compartiments acides comme les lysosomes et émet

une couleur orange. La deuxième molécule est le bromure d’ethidium, un composé aromatique avec un

noyau phenanthridine, il émet une fluorescence jaune- orange lorsqu’il est lié aux acides nucléiques

ADN et ARN (excitation entre 300 et 360 nm, émission 590 nm).

1-3-2-2-1 Méthode

.Les cellules sont incubées, dans des plaques de 24 puits (80 000 cellules/ml), en présence de l’extrait. 

Après 24 heures, les cellules sont lavées avec du PBS, fixée avec le paraformaldehyde, un mélange de

100μl/ml AO et 100μl/ml EB dans du PBS (pH=7) est ensuite rajouté dans chaque puits.

Après 10 min les cellules sont lavées une fois avec du PBS afin d’éliminer les molécules fluorescentes

non pénétrantes (Ribble et al., 2005). Les cellules sont enfin analysées sous microscope inversé á

fluorescence Leica.

1-4-Analyse de l’expression des gènes:

Dans le but de déterminer le mode d’action de l’extrait au niveau moléculaire les cellules de la 

lignée Hs578T ont été traitées avec l’extrait d’escargot pour différents temps 4, 8 et 24 heures de

traitement. On aétudié l’expression de 4 gènes, par la méthode RT-PCR, un gène régulateur de la voie

intrinsèque de l’apoptose BcL2, un gène stimulateur de la voie extrinsèque le TNFα, des gènes

suppresseurs des tumeurs TP53 et PTEN et un gène impliqué dans la prolifération, la mort cellulaire et

la signalisation du TNFα, le NF-ҝB.

1-4-1- Principe de la RT-PCR

La réaction PCR (Polymerase Chain Reaction) est une technique qui permet d'amplifier in vitro

une région spécifique d'un acide nucléique donné afin d'en obtenir une quantité suffisante pour la

détecter et l’étudier. Pour se faire, une série de réactions permettant la réplication d’une matrice d’ADN 
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double brin est répétée en boucle. Ainsi, au cours de la réaction PCR, les produits obtenus à la fin de

chaque cycle servent de matrice pour le cycle suivant, l’amplification est donc exponentielle.

La RT- PCR est une PCR réalisée après une transcription inverse d'un acide ribonucléique

(ARN) en ADN complémentaire (ADNc). En réalité, il s'agit d'une PCR "classique" réalisée sur un

ADNc (qui est une copie d'un ARN obtenue par une transcription inverse).

La RT-PCR a été mise au point pour utiliser les ARN comme matrice d'amplification de la PCR. Elle

est actuellement la méthode la plus sensible pour détecter (et éventuellement quantifier), les ARN

messagers au niveau d'un organe, d'un tissu ou d'une cellule.

1-4-2- Méthode

1-4-2-1- Extraction des ARN totaux

Les ARN totaux sont extraits selon une méthode dérivée de celle de Chomczynski et al., 1987 ;

1993 à l’aide du réactif Tri ReagentTM (Sigma) qui est un mélange de guanidine, de thiocyanate et de

phénol. Les cellules sont traitées pendant 5 min à température ambiante par 1 ml de réactif Tri

ReagentTM froid afin de bien lyser les cellules, puis par 200 μL de chloroforme froid. Après plusieurs

homogénéisations, les échantillons sont centrifugés à 12 000 g pendant 15 min à 4°C. La phase aqueuse

supérieure contenant les ARN est récoltée et additionnée d’un volumed’isopropanolfroid. Après

agitation par inversion et incubation de 5 min à température ambiante, les précipités d’ARN sont

récupérés après centrifugation à 12 000 g pendant 10 min à 4°C. Les culots d’ARN ainsiobtenus sont

lavés par de l’éthanol à 75 %, puis séchés après une centrifugation à 12000 g (5 min à 4°C). Ils sont

ensuite dissous dans 50 μl d’eau exempte de DNase et de RNaseet conservés à –20°C jusqu’à leur 

utilisation.

1-4-2-2- Transcription inverse

1- 4-2-2-1-Principe

Cette technique permet de synthétiser le brin d’ADN complémentaire (cDNA) sur un brin

d’ARN avec des désoxyribonucléotides en utilisant une ADN polymérase ARN dépendante

(transcriptase inverse).
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1-4-2-2- 2- Méthode

Les ADNc ont été synthétisés suivant le protocole du Kit « Random Hexamer Transcriptor First

Strand cDNA Synthesis » (Roche) dans un mélange réactionnel contenant 11 μl d’ARNplus 2 μl de

Random Hexamer primer mix (1 μl de mix dNTP (10 mM/nucléotide) et 1 μl d’oligo dT (0,5 μg/μl),

qsp 12μl avecde l’eau distillée ultra pure).

Ce premier mélange a été incubé à 65°C pendant 5 minutes avant d’être complémenté d’un 

second mélange de 7μl dont les différents constituants sont représentés dans le tableau 02.

Ce nouveau mélange a été incubé 10 minutes à 25°C puis 50 minutes à 37 °C et enfin l’enzyme a été 

inactivée par une incubation de 5 minutes à 85°C.

Tableau 02: Différents constituants de la solution Random Hexamère Master mix (Roche)

Constituant Quantité enμl

Transcriptor Reverse Transcriptase

Reaction Buffer (8 mM MgCl2)

4

Protector RNase Inhibitor (40U/μl) 0,5

Deoxynucleotide Mix (10 mM

chacune

2

Transcriptor Reverse Transcriptase

(20U/μl)

0,5

1-4-2-3- Analyse de la qualité de l’ARN:

1-4-2-3-1 Principe

Les quantités d’ARN dans les échantillons sont évaluées premièrement par le nanodrope. On a

choisi des quantités entre 500 et 1000 ug/µl. La qualité de l’ARN est ensuite évaluéeselon la technique

« Agilent » qui utilise les puces « Nano Chips » (fig 51).

La technologie Agilent permet de déterminer la qualité et la quantitéd’ARN à partir de faibles 

quantités d’échantillons (1µl) en un temps très court.

Cette technique remplace les 2 manipulations traditionnelles qui étaient la mesure de

l’absorbance  à  260  et  280  nm  pour  avoir  une  idée  de  la  pureté  de  l’échantillon  et 
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l’électrophorèse sur gel d’agarose en condition dénaturante suivie de révélation aubromure d’éthidium

pour mettre en évidence une éventuelle dégradation des acides nucléiques.

L’analyse est réalisée á l’aide du Kit «Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick Start ». Le kit

contient un standard RNA «RNA 6000 ladder », un concentré de probe « RNA Nano Dye

Concentrate », un marqueur « un Agilent RNA 6000 Nano Marker » et un gel « Agilent RNA 6000

Nano Gel Matrix ».

1-4-2-3-2 Méthode

La puce nano Chip est une petite plaque formée de 16 puits (fig. 51A), qui est remplie selon les

indications du fabricant.

* Préparation du gel :

500 μl du gel  «Agilent RNA 6000 Nano Gel Matrix » sont filtrée et centrifugée á 1500 trs pendant 10

min. Une aliquote de 65 μl est additionnée de 1 μl  du probe « RNA Nano Dye Concentrate », le

mélange (gel-dye mix) est ensuite centrifugé encore une fois, pendant 10 min á 15000 trs avant

l’utilisation(fig. 51B).

* Remplissage de la puce « Nano Chip » :

- 9 µl de gel dye- mix sont mis dans les puits marqués dans la fig. 51C á l’aide d’une seringue

spécifique au kit.

- Dans les puits restants on met 5 µl du marqueur « RNA 6000 Nano marker ». (fig. 51D)

- 1 µl du ladder est ajouté dans le puits de la figure 51E. Dans les 12 puits réservés aux échantillons

(figure 51F), on met 1 µl de l’échantillon au quel on ajoute 1 µl du marqueur.

- Les puits non utilisés seront remplies par 5 µl du marqueur.

Après avoir remplie tous les puits, la puce est vortexée pendant 1 min á 2400 trs et placée

ensuite dans le bioanalyseur « Agilent 2100 » pour la lecture.

Le logiciel « Agilent 2100 » permet de visualiser les résultats sous forme de gels ou

d’électrophorégramme(fig. 51G)
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Figure 51 : Schéma représentant les différentes étapes du contrôle de la qualité des ARN. (Selon le

prospectus du kit Agilent RNA 6000 Nano Kit Quick Start)

Remarque : la valeur RIN (RNA integrety number)représente le degré de dégradation de l’ARN sur 

une échelle de 10.
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1-4-2-4- Réaction de polymérisation en chaine (PCR)

1-4-2-4-1 Principe

La réaction de PCR a pour but d’amplifier un fragment d’ADNc en utilisant une paire 

d’amorces spécifiques de la séquence considérée. La PCR en temps réel, contrairement à laPCR

classique, permet la détection des produits de PCR en temps réel et leur quantification.

1-4-2-4-2 Méthode

Le mélange PCR utilisé est celui préconisé par le fabricant : Light Cycler ®TaqMan® Master

prêt à l’emploi. Il contient outre les tampons et l’ADN Taqpolymérase, des sondes fluorescentes

permettant de suivre l’évolution de la fluorescence en fonction de la quantité d'ADN synthétisée à

chaque cycle de PCR

La technologie Roche utilise des capillaires dans lesquels sont introduit 5 μl d’ADNc 

(provenant de la réaction de transcription inverse) et 15μl de mélange PCR (1μl de l’amorce sens, 1μl

de l’amorce anti sens, 0,15μl de probe et 4μl du tampon Mater Mix) contenant les amorces spécifiques

dont les séquences sont données ci-dessous (Tab 03).

Tableau 03: Les amorces utilisées pour la PCR.

Gène Primer sens (right) Primer anti sens (left) Référence
Β-actin 5’AGGAATGGAAGCTTGCGGTA 5’AATTTTCATGGTGGATGGTGC (TibMolBiol,

code 881493;
881492)

BcL2 5’ATCTTTATTTCATGAGGCACGTT 5’TTGACAGAGGATCATGCTGTACTT (TibMolBiol
code 934115;

934116)
TNFα 5’ CAGCCTCTTCTCCTTCCTGAT 5’ GCCAGAGGGCTGATTAGAGA (TibMolBiol

code 794483;
794484 )

PTEN 5’TCCAGATGATTCTTTAACAGGTAGC 5’ GGGGAAGTAAGGACCAGAGAC (TibMolBiol
code:

9341131,
9341132)

PT53 5’ CCCTTTTTGGACTTCAGGTG 5’ AGGCCTTGGAACTCAAGGAT TibMolBiol
code 934134;

934133)
NF-κB 5’ GGCTGGCAGCTCTTCTCA 5’ TCCAGGTCATAGAGAGGCTCA (TibMolBiol

code 934127;
934128)
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La PCR s’éffectue en 40 cycles chaque cycle se fait en 3 étapes: La première étape et une dénaturation

de l’ADN bicaténaire en deux brins monocaténaire a la température de 95°C pendant 10 sec. La

deuxième étape consiste en une phase d’hybridation qui permet aux amorces de s’hybrideraux brins

d’ADN grâce a une température de 55°C pendant 20 sec. L’amorce « sens » (forward), dont la

séquence a été choisie sur le brin 5’….3’, ira se fixer par complémentarité de bases sur le brin 3’….5’. 

d’ADNc. Quand á l’amorce «anti-sens» (reverse), dont la séquence complémentaire de brin 5’…. 3’ 

d’ADNc, a été choisie sur le brin 3’….5’.  Enfin après fixation des amorces, la troisième étape est une 

phase d’élongation qui permet á la polymérase de synthétiser le brin complémentaire de l’ADN en 

allongeant le brin amorce (á une température de 72°C pendant 1 sec). Ce brin est fabriqué á partir de

désoxyribonucleotides (dNTPs) libres présents dans le milieu réactionnel. A cette température la

majorité des enzymes sont dénaturées. C’est pourquoi nous utilisons une ADN polymérase qui reste 

active même á une température élevée : La taq polymerase extraite de Thermophilus aquaticus

(microorganisme vivant dans des sources hydrothermales) (Bustin, 2000) (fig. 52).

1-4-3- Quantification des ARN et analyse des données :

1-4-3-1 Principe

Le principe de la PCR quantitative consiste á détecter et quantifier un rapporteur fluorescent dont

l’émission est directement proportionnelle á la quantité d’amplicons générer durant la réaction de PCR.

La technologie TaqMan utilise des sondes marquées à leurs extrémités 5’ par un fluorochrome

émetteur (reporter) et à leurs extrémités 3’ par un fluorochrome suppresseur (quencher) fluorescent ou 

non qui inhibe l’émission du reporter lorsqu’ils sont à proximité(fig.52). Au cours de la PCR, si la

sonde est hybridée sur sa cible, elle est hydrolysée par l’ADN polymérase. Le reporter ainsi séparé du 

quencher émet un signal proportionnel au nombre de sondes hydrolysées, mesurable au moment de

l’élongation. La spécificité de la réaction est liée à la fois à celle des amorces et à celle de lasonde

réduisant significativement l’émission de fluorescence non spécifique due à des mésappariements ou 

des dimèresd’amorces.
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Figure 52 : Les différentes étapes de la RT- PCR (selon le prospectus du kit Taq Man life technologie)

1ère étape :dénaturation de l’ADN bicaténaire

2ème étape :phase d’hybridation

3ème étape : phase d’élongation

Fluorochrome émetteur (Reporter)

Fluorochrome suppresseur (Quencher)

Molécule lié fluorochrome suppresseur au « Minor groove binder »

Taq polymérase

Sonde

amorce

ADN simple brin

Elongation de l’amorce
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La mesure de la fluorescence est effectuée en fin de la phase d’élongation quand la totalité de 

l’ADN synthétisé est sous forme de double brin. Le cycle seuil Ct (Thershold cycle) correspond au 

nombre de cycles de PCR nécessaires pour que le signal mesuré dépassé le bruit de fond (fig.53).

Figure 53 :Représentation  graphique  de  l’intensité  de  fluorescence  en  fonction  du  nombre  

de cycles pour deux amplifications à partir d’ADNc d’un échantillon (en rouge) ou sans ADNc contrôle

(en rose).

1-4-3-2 Méthode

L’analyse des données a été réalisée grâce au Software du LightCycler Agilent, les données de

fluorescence sont analysées de façon simple et rapide. Elles sont immédiatement tracées sur l’écran de 

l’ordinateur permettant une analyse en temps réel.
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La quantification relative, basée sur la différence des Ct (ΔCt) permet d’évaluer l’influence des 

différentes molécules a testées sur les niveaux d’ARN (Livak & Schmittgen, 2001). La première étape

consiste á utiliserle Ct d’un gène de référence. Ainsi, en calculant :

ΔCt=ΔCt (gène cible)-ΔCt (gène de référence).

La comparaison desΔCt entre les cellules traitées et les cellules témoins permet de déterminer leΔΔCt.

ΔΔCt=ΔCt (cellules traitées)-ΔCt (cellules témoins)

Le rapport du taux d’ARN (Q) entre les cellules traitées et les cellules témoins est donné par la

formule :

Q= 2 - ΔΔCt

Si le traitement provoque une surexpression du gène par rapport a la condition contrôle, alors Q a une

valeur supérieur á 1. A l’inverse lorsqu’il y a sous expression Q est inferieur á 1.

1-5- Dosage du taux TNFαpar ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay)

Le dosage est effectué par la technique ELISA et á l’aide d’un kit «TNFαhuman Boster

Immunoleader ». Selon la méthode citée dans la page 67.

1- 6- Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée selon les méthodes citées dans le chapitre 1 de la partie 

expérimentale (page 55)
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2. Résultats.

2- 1- Evaluation de l’activité cytotoxique de l’extraitsur les cellules tumorales.

L’incubation des cellules Hs578Tavec l’extrait d’H. aspersa, pendant 24 heures, montre que

les doses 5 et 10% ont une cytotoxicité élevée. La valeur IC50 a été estimée à 0,9118% (fig 54).
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Figure 54:Effet de l’extrait d’H. aspersa sur la viabilité des de la lignée Hs758T cellules (exprimée en

% par rapport au contrôle) après 24 heures de traitement.
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2-3- Etude du mode d’action de l’extrait Hs578T.

En se basant sur les résultats du test MTT on a choisi pour l’étude du mode d’action de l’extrait  

deux dilutions 1% qui est presque égale á l’IC50 et la dilution 0,1% qui correspond á la 10ème dilution de

la première.

2-3-1 - Effet de l’extrait sur la morphologie des cellules Hs578T:

Les cellules traitées par l’extraitmontrent des altérations morphologiques, Elles apparaissent

rétractées, rondes et de petite taille, elles présentent une forme irrégulière due á l’altération de la

membrane plasmique.

L’analyse sous microscope montre aussi que la dose 1% a plusd’effet (fig. 55)

Figure 55: Altérations morphologiques (GX100) observées au niveau des cellules Hs578T après 24

heures de traitement avec l’extrait. (A) Cellules non traitées (Contrôle). (B) Cellules traitées avec la

dose 0,1%. (C) Cellules traitées avec la dose 1%.
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2-3 -2- Etude de l’apoptose.

Dans le but d’identifier le mode d’action de l’extrait on a procédé premièrement á l’étude de

l’apoptose par la méthode Annexine/PI. 

Les résultats de la cytométrie montrent que le taux d’apoptose au niveau des cellules Hs578T 

contrôle est évaluée a 16%. Dans cette lignée les cellules traitées avec l’extrait montrent un taux 

d’apoptose entre 24 et 20% avec les doses 0,1 et 1% respectivement (fig.56).

L’analyse statistique montre qu’il n’existe aucune différence significative entrele taux

d’apoptose dansles cellules traitées et non traitées.

L’extrait d’escargot ne provoque donc pas une apoptose au niveau des cellules tumorales.
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Figure 56: Analyse quantitative de l’apoptose: Taux d’apoptose 

exprimés en %
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2-3 -3- Détermination de la nécrose

Afin de prouver que l’extrait induit une nécrose on a procédé au marquage des cellules par deux

méthodes la Calcéine AM/PI et AO/EB.

Double marquage par CalcéineAM/PI:

La Calcéine marque uniquement les cellules vivantes et donne au corps cellulaire une couleur

fluorescente verte. En même temps, le PI pénètre dans les cellulesendommagées, intercale avec l’ADN 

double brin et émet une fluorescence rouge. Observée sous microscope á fluorescence, les cellules dont

la membrane plasmique est endommagée envoient une fluorescence rouge de leur noyau (fig 57 B et

C).

La figure 57 montre que le nombre des cellules mortes, marquées en rouge, est très réduit dans

le puits contrôle (fig 57A). Dans les puits traités avec l’extrait l’analyse microscopique montre que le 

nombre total des cellules a été fortement diminué. La diminution est plus marquée dans les puits traités

avec la dose la plus forte 1% (fig 57C).

On observe également la présence de fluorescence rouge marquant des cellules en nécrose.
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Figure 57: Analyse morphologique des cellules de la lignée Hs578T traitées avec l’extrait d’H.

aspersa (GX100): Photo prise au microscope, a fluorescence Leica, des cellules marquées par les

fluorochromes calein AM/PI ; le cellules vivantes sont de couleur verte et les cellules mortes en rouge.

(A) : Contrôle (B) cellules traitées á la dose 0,1% de l’extrait. (C): cellules traitées á la dose1% de

l’extrait.
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Double marquage á l’AO/EB:

Dans le but de confirmer que l’extraitinduit une nécrose, on a utilisé la méthode AO/EB qui

nous permet de localiser les différentes formes de mot cellulaire dans le milieu de culture (les cellules

vivantes, les cellules en apoptose et les cellules en nécrose). En effet, l’AO pénètre dans toutes les

cellules et envoie une fluorescence verte, EB pénètre uniquement dans les cellules où la membrane

plasmique est endommagée, et marque le noyau en rouge. De ce fait, les cellules vivantes émettent une

fluorescence verte de leur noyau (fig. 58, flèche a), les cellules en apoptose émettent une couleur verte

brillante avec une chromatine condensée ou fragmentée (fig. 58, flèches c), les cellules mortes par

nécrose envoient une fluorescence orange/jaune à partir de leur noyau (fig. 58, flèches b)

L’analyse de la fluorescence et la comparaison entre les deux doses indique quel’extrait induit 

une nécrose. Avec la dose 1% on note la présence de corps apoptotique. Aussi le nombre total de

cellules a été fortement diminué.

En conclusion, après la comparaison entre lesdifférentes méthodes de marquage, l’extrait 

aqueux d’H. aspersa induit une nécrose dans les cellules Hs578T.
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Figure 58: Analyse morphologique des cellules de la lignée Hs578T traitées avec l’extrait d’H.

aspersa (GX100): Photo prise au microscope, a fluorescence Leica, des cellules marquées par les

fluorochromes AO/EB. (A) Contrôle. (B) Cellules traitées á la dose 0,1%. (C) Cellules traitées á la

dose 1%.
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b
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B
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2-3 -4-Effet de l’extrait sur l’expression du gène BcL2 :

L’extrait d’escargot testé á 0,1% semble ne pas avoird’effet sur l’expression du gène BcL2. La

comparaison entre témoins et traités montre que l’expression du gène BcL2 diminue significativement

après 8 heures (p<0,05) et 24 heures (p<0,05) de traitement avec la dose la plus élevée (fig.59).

0

0,5

1

1,5

2

4 h 8h 24h

T
au

x
d

'e
xp

re
ss

io
n

re
la

ti
ve

(N
o

m
b

re
d

e
fo

is
p

ar
ra

p
p

o
rt

au
co

n
tr

o
le

)

Control

0,10%

1%

Figure 59: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur l’expression du gène BcL2 au niveau des cellules

Hs578T. (n=3 ; ** significatif p<0,01)

2-3 -5-Effet de l’extrait sur l’expression du gène TNFα:

Le traitement des cellules de la lignée Hs578T avec l’extrait d’escargot induit une 

stimulation de l’expression du TNFα. Les taux d’expression du gène augmentent de manière hautement

significative (p<0,001) après 4 heures de traitement.

                    L’expression du TNFα est stimulée 20 fois plus avec la dose 0,1% et 10 fois plus avec la

dose 1% comparativement au contrôle.

Après 8 heures de traitement, l’expression du TNFα diminue, mais elle reste 

significativement élevée avec la dose 1% (p<0,05) (le gène est exprimé 2 fois par rapport au contrôle).

A 24 heures les taux d’ARNm duTNFα, diminuent avec lesdeux doses (p<0,05). (fig. 60)

**

**
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Figure 60: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur l’expression du gène TNFαau niveau des cellules

Hs578T. (n=3 ; * significatif p<0,05 ; *** hautement significatif p<0,001).

2-3 -6-Effet de l’extrait sur l’expression du gène NF-κB:

Les résultats obtenus sur l’effet de l’extrait sur l’expression du gène NF-κB, montre que la dose

0,1% de l’extrait entraine une faible diminution á 4, 8 et 24 heures mais cet effet reste statistiquement

non significatif.

L’effet de la dose1% commence après 8 heures de traitement. Les taux d’expression restent 

constants entre 8 et 24 heures.

            L’extrait d’H. aspersa á 1% entraine une diminution hautement significative de l’expression du 

gène NF-κBcomparativement au contrôle (p<0,001 á 8 et 24 heures). (fig.61)

***

***

*
* *
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Figure 61: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur l’expression du gène NF- κBau niveau des cellules

Hs578T. (n=3 *** hautement significatif p<0,001).

2-3 -7-Effet de l’extrait sur l’expression du gène PTEN:

L’expression des ARNm du gène PTEN au niveau des cellules Hs578T, augmente après 4

heures de traitement avec la dose 0,1% de l’extrait comparativement au contrôle. 

Ensuite, elle diminue de manière non significative après 8 et 24 heures de traitement avec la

dose la plus faible del’extrait. 

La dose la plus forte inhibe par contrel’expression du gèneá 4, 8 et 24 heures (p<0,05). Aussi,

il est á noté qu’avec cette dose les taux d’expression du gène restent constants à 4, 8 et 24 heures.

(fig.62)

******
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Figure 62: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur l’expression du gène PTEN au niveau des cellules 

Hs578T. (n=3 ; * significatif p<0,05, *** hautement significatif p<0,001).

2-3 -8-Effet de l’extrait sur l’expression du gène P53:

L’étude de l’effet de l’extrait sur l’expression du gène TP 53 révèle qu’après 4 heures de 

traitement les taux d’expression augmentent de manière non significative ; A 8 et 24 heures les taux

d’expression diminuent avec les deux doses.

La dose 1% semble avoir plus d’effet après 8 heures (p<0,05) et après 24 heures (p<0,001).

(fig. 63)

* *
*
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Figure 63: Effet de l’extrait d’H. aspersa sur l’expression du gène TP53 au niveau des cellules

Hs578T. (n=3 ; * significatif p<0,05 ; *** hautement significatif p<0,001).

Remarque : les courbes d’amplification des gènes sont représentées dans les annexes figure 72,73,74

pages 142, 143.

2-4-Effet de l’extrait surla production du TNFαpar les cellules tumorales :

Le dosage du TNFαdans le surnageant de culture montre que la concentration de la cytokine

dans les cellules contrôles reste stable entre 4, 8 et 24 heures. Les cellules traitées á la dose 0,1%

montre une augmentation de la sécrétion de la cytokine á 8 heures, cette concentration diminue ensuite

á 24 heures.

Le traitement des cellules avec l’extrait á la dose 1% entraine une augmentation de la 

concentration de la cytokine après 4 et 8 heures de traitement. Cependant, une diminution est

enregistrée après 24 heures de traitement.

La comparaison entre la concentration du TNFαdans le milieu de culture des cellules contrôles

et traitées montre une augmentation significative de la sécrétion de la cytokine après 8 heures de

traitement avec les deux doses 0,1% (p<0,001) et 1% (p<0,01). (fig.64)

*
***
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Figure 64: Effet de l’extrait aqueux d’H. aspersa sur les concentrations du TNFαdans le milieu de

culture (n=3 ; ** très significatif p<0,05).

***

**
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3- Discussion:

3- 1- Etude de la cytotoxicité de l’extrait vis- vis des cellules tumorales:

           L’activité anti tumorale de l’extrait d’H. aspersa a été testé sur la lignée cellulaire Hs578T une

lignée du cancer du sein triple négative. La première étape dans l’étude de l’activité anti tumorale 

d’une molécule ou d’un extrait biologique est le test de cytotoxicité MTT. Nos résultats montrent que

l’extrait d’H. aspersa possède une cytotoxicité élevée vis-à-vis des cellules de la lignée Hs578T et a

de faibles doses ; la valeur IC50 est d’environ 1%.

Par comparaison de ces résultats avec ceux obtenus par les tests anti oxydants du chapitre1.

On note que cette dose possède un faible pouvoir de réduction des ions fe3+ mais elle n’a pas la

capacité de réduire le radical DPPH. Apparemment cette dose possède un pouvoir pro-oxydant, elle

entraine la formation des ROS ce qui a déclenché la mort cellulaire.

3-2Etude du mode d’action l’extrait:

La microscopie á fluorescence et les différentes méthodes de marquage ont montré que la

nécrose est le type de mort cellulaire induit par notre extrait.

3-2-1Effet de l’extrait sur le TNFα:

Nos résultats montrent que l’extrait d’H. aspersa stimule la surexpression et la production de

la cytokine TNFα. La comparaison entre les donnés obtenues à partir del’expression du gène TNFα

par RT-PCR et ceux du test ELISA semblent être en accordance, après quatre heures du pic

d’expression du ARNm TNFαon note une élévation des taux de la cytokine dans le milieu de culture.

De ce fait, l’extrait a stimulé la production de la cytokine. Cette dernière a provoqué l’activation du 

récepteur TNFR par un mode autocrine.

L’augmentation du TNFα semble être l’effetdes lectines présentes dans l’extrait. Une

augmentation significative des ARNm de la cytokine a été enregistrée dans des monocytes lors du

traitement avec des lectines extraites du champignons Viscum album (Mannel et al., 1991).



Partie expérimentale Chapitre 3 : Etude de l’effet anti tumoral de l’extrait

128

3-2-2Effet de l’extrait sur le NF-κB:

Une activation continue de la voie NF-κB a été enregistrée dans de nombreux types de

cancers. Les mécanismes moléculaires par lesquels la voie est activée restent obscurs. Des

amplifications de gènes, des mutations, des délétions ou des translocations chromosomiques dans les

gènes codant pour les protéines activatrices ou inhibitrices de la famille NF-κB ont été identifiées

(Tab 04).

D’après nos résultats, l’extrait d’H. aspersa est un inhibiteur de la voie NF-κB surtout

lorsqu’il est administré a la dose 1%. Une étude récente a montré que l’inhibition du NF-κB seulou

en combinaison avec une thérapie entraine une mort des cellules tumorales et une inhibition de la

croissance (Madonna et al., 2012) ce qui fait de cette voie une bonne cible pour la thérapie anti

tumorale. Selon Golan-Goldhirsh & Gopas, 2014, les molécules bioactives régulent l’activité de la

voie NF-κB au niveau d’une des étapes suivantes: des protéines kinases, des phosphatases, de

l’acetylation, la méthylation, translocation et la liaison avec l’ADN (fig. 65).

L’inhibition dela voie NF-κB par de nombreuses classes de composés naturels a été

largement reportée. Plus de 700 molécules naturelles, principalement d’origine végétale, ont été

identifiées comme modulatrices de cette voie. Ces composés peuvent être des métabolites

secondaires polyphénols, terpenoides, quinones ou alkaloides, mais aussi des anti-oxydants et des

peptides (Gupta et al., 2010). En effet, le picéatannole, xanthohumole et l’acide impressique 

modulent l’activité de l’IKK á travers la liaison á la cysteine 179. L’acide carnosique, le resveratrole

et la quercetine agissent par phosphorylation de l’IκBet acethylation du NF-κB. L’acide maslinique

un terpenoïde végétal supprime l’activation du NF-κB induite par le TNF α, il entraine la

dégradation de IκBα et inhibe la phosporylation du p65 et la translocation du NF-κB du cytoplasme 

vers le noyau (Li et al., 2010).

De ce fait l’extrait d’escargots contient des polyphénols qui peuvent être à l’origine de

l’inhibition de la voie NF-κB. 
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Table 04: Altérations de la voie NF-κB dans le cancer (selonXiao & Fu, 2011)

Gènes Locus Altération Exemple de type de cancer

rela 11q13 Amplification

Rearrangement

hyperactivité

Lymphomes, Cancer du sein, de l’estomac, 

de poumon,

Myélome multiple.

relb 19q13.32 rearrangement Leucémie

c-rel 2p13-p12 amplification

rearrangement

Lymphome diffus á grands lymphocytes

B, Lymphomes folliculaires

NF-kb1 4q24 Réarrangement

surexpression

Cancer du cerveau de sein, de prostate, du

colon, carcinome pulmonaire a petites

cellules leucémie lymphoblastique aigue.

NF-kb2 10q24 Réarrangement

surexpression

Lymphome cutané a lymphocytes T.

Lymphome non hodgkinien á cellules B

Leucémie chronique a Lymphocyte B

Myélome multiple

Cancer du sein

Carcinome du colon

bcl3 19q13.1-q13.2 Réarrangement

Surexpression

Leucémie chronique a Lymphocyte B.

Lymphome non hodgkinien á cellules B.

Ikbα 14q13 Mutation Lymphoma de Hodgkin

Ikbε 6p11 Mutation Lymphoma de Hodgkin
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Figure 65 : Cibles et niveau d’action des molécules bioactives dans la voie NF- κB(Golan-Goldhirsh

& Gopas, 2014)
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3-2-3 Effet del’extrait sur la BcL2:

L’augmentation de l’expression de la BcL2 est généralement associée à une diminution de 

l’apoptose et une augmentation de la résistance á la chimiothérapie dans les cellules tumorales. Cette

augmentation de l’expression est observée dans de nombreux types de cancers : le nasopharynx, le

coloréctal, la prostate et le sein (Krajewski et al., 1994; Olopade et al., 1997; Schlotter et al., 2008).

Nos résultats montrent que l’extrait d’H. aspersa réduit l’expression dela BcL2 ce qui a rendu les

cellules plus sensible á la mort cellulaire. Cette inhibition de la BcL2 résulte de l’effet du TNFα sur 

la BcL2, vu que l’inhibition apparaît après 8 heures du traitement et coïncide avec l’apparition du 

TNFαdans le milieu de culture. Une étude réalisée par Lyu et al., 2002 a reporté que la léctine ML-1

stimule la production du TNFα, qui a son tourprovoque une déphosphrylation et une sous expression

de la BcL2. Ce qui déclenche une apoptose indépendante de la BcL2.

3-2-4Effet de l’extrait sur les gènes suppresseurs de tumeur P53 et PTEN :

La diminution du TP53 et du PTEN induite par l’extrait d’H. aspersa résulte de la

surexpression du TNFα. Différents effets contradictoires ont été reportés sur l’effet du TNFαsur

l’expression du TP53. L’expression du P53 diminue dans la lignée HT29 du colon et augmente dans

la lignée HCT116 du col de l’utérus suite au traitement par le TNFα(Pator et al., 2010).

Aussi, différentes études ont reporté l’effet TNFα sur le PTEN. Le TNFα augmente

l’expression du PTEN dans la lignée  HT29 á travers l’activation de la voie NF-κB, alors qu’il 

provoque une diminution de ce gène dans les cellules leucémiques humaines HL-60 (Lee et al.,

2007). Vu que la voie NF-κB est inhibée dans notre cas, l’expression du PTEN a été également  

inhibée. Une autre explication possible pour nos résultats est que l’extrait d’H. aspersa a inhibé le

PTEN qui a son tour désactive la voie PI-3 kinase/AKT/ NF-κB, ceci est envisageable puisque

l’inhibition a lieu avant l’augmentation des taux du TNFαdans le milieu de culture et seulement avec

la dose la plus élevée. Une étude réalisée par Gustin et al., 2001 a montré que le l’utilisation d’un 

inhibiteur pharmacologique du PTEN, provoque une inhibition de l’activationde la voie NF-κB

induite par le TNFα.

Il est important de signler qu’il existe une corrélation entre ces deux gènes suppresseurs de

tumeurs. En effet, le P53 régule l’activité du PTEN au niveau transcriptionnel et au niveau protéique

alors que le PTEN assure la stabilité de la protéine P53 (Okumura et al., 2011).
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3-2-5Type de mort cellulaire induit par l’extrait:

Le TNFαest une cytokine qui peut stimulerl’apoptose comme elle peut provoquer la nécrose 

en fonction du type cellulaire et de la nature du stimulus (Galluzi et al., 2009). La nécrose induite par

le TNFα(TNFαinduced necrosis ou néroptose) est une nécrose programmée; qui résulte d’une 

incomplète exécution de l’apoptose dans laquelle NF-κB et BcL2 sont inhibés et ces caractéristiques

sont en accord avec nos résultats. L’extrait d’H. aspersa semble bloquer le processus apoptotique et

l’apoptose complète n’apparaît que dans quelques cas (fig. 58).

La nécroptose est aussi associée avec une augmentation des ROS au niveau intra cellulaire,

cette élévation des ROS provient dans notre cas de différentes sources ; d’une part de l’effetpro-

oxydant direct des doses 0,1 et 1% et d’autre part de l’effet indirect de l’extrait á travers la

stimulation du TNFα.

Cependant, des taux élevés de ROS entrainent une peroxydation des lipides, une altération de

la membrane plasmique, une inactivation des caspases et une nécrose (Kannan & Jain 2000). Au

contraire des taux faibles de ROS entrainent une apoptose. Sakon et al., 2003 ont montré qu’une forte 

stimulation par le TNFαentraine une accumulation des ROS, qui entraine une activation prolongée

des MAPK et une activation de la mort programmée.

De manière générale les molécules de super famille du TNF comme FasL, TRAIL et TNFα

entrainent la génération des ROS (Kim et al., 2010 ; Shen & Pervaiz, 2006). Ces derniers déclenchent

la nécrose programmée via l’activation du récepteur TNF-R1 (Organ et al., 2008) qui stimule la

production du superoxyde á travers l’activation du NADPH oxydase (Reinehr et al., 2005). Le

traitement des cellules de lignée L929 de fibrosarcome par le TNFα, entraine une activation de la

NADPH oxydase Nox1, une production élevée de superoxyde et une nécoptose. L’enzyme Nox1 

représente la première source des ROS au cours de la nécropotose (Kim et al., 2007).

Aussi il a été montré que les ROS entrainent une diminution de l’expression de la BcL2 

(Hockenbery et al., 1993; Hildeman et al., 2003). Li et al., 2003 ont reporté que l’activité du NF-κB

est complètement inhibé á travers la dégradation de l’IkBαet les taux de BcL2 ont été diminué lors

d’une élévation des ROS, qui inhibent également les phosphatases a double spécificité comme le

PTEN (Morgan et al., 2008).

Par ailleurs, les virus et les cellules tumorales ont développé des mécanismes de résistance

parmi lesquels l’inhibition de la caspase 8. Les recherches ont montré que la nécrose programmée est
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une forme de mort alternative de l’apoptose en cas d’une inhibition de la caspase 8 (Han et al., 2011).

De ce fait on peut supposer que notre extrait contient une molécule inhibitrice de la caspase 8.

Les drogues anti cancer appliquées actuellement ont été développées dans le but d’induire 

l’apoptose dans les cellules tumorales. Ces dernières ont aussi développé des mécanismes de

résistance, la nécrose programmée représente donc, une voie alternative avec peu de mécanismes de

résistances comparativement á l’apoptose. La nécroptose possède une grande utilité clinique car elle 

garde la même spécificité et les mêmes cibles thérapeutiques que l’apoptose mais elle dépasse ses

mécanismes de résistance (Chaabane et al., 2013). Aussi Olofsson et al., 2007 ont montré que la

chimiothérapie induit plus de nécrose que d’apoptose et qu’il existe une corrélation entrela nécrose

et la survie du patient.

Il est connu que la nécrose stimule la réponse inflammatoire mais il a été démontré

récemment que dans certaines situation les macrophages phagocytent les débris cellulaires résultant

de la nécroptose sans induction d’une réponse inflammatoire ce qui démontre la complexité de la 

réponse du système immunitaire envers ce processus (Brouckaert et al., 2004 ; Han et al., 2011)

L’induction de la nécroptose par l’extraitd’H. aspersa semble une bonne caractéristique qu’il 

faut développer.
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IV-Hypothèse sur le mode d’action de l’extrait aqueux d’H. aspersa.

En comparant, les effets in vivo et in vitro de l’extrait aqueux d’H. aspersa avec ceux

reportés en bibliographie sur les différentes molécules bioactives on suppose que la molécule

bioactive majeure dans notre extrait est une lectine (fig 66).

Différents effets de lectines ont été reportés sur les cellules tumorales et les cellules

immunitaires. En effet, les lectines de type ML-I et II (Mistletoe lectin 1) extraites à partir des plantes

ont montré une capacité de stimuler la mort cellulaire induite par le TNFα (Fu et al., 2011), elles

activent la caspase 8 et la voieextrinsèque de l’apoptose dans les cellules Jurkat (lignée de leucémie

á lymphocytes T), elles altèrent le potentiel membranaire de la mitochondrie, ce qui entraine la

libération du cytochrome c,et l’augmentation des ROS dans les cellules d’hépatocarcinomes(Lyu et

al., 2002). Ces léctines stimulent la production du TNFαet inhibent l’expression des facteurs ; NF-

κB, XIAP et AKT/protéines kinase B (Khil et al., 2007).

D’autre part, l’Abrin une lectine de la famille des Ricine-B peut déclencher une apoptose

dans plusieurs lignées de cellules tumorales comme Jurkat, MOLT-4 (leucémie aigue a cellule T

humaine), Ball-1 (lymphome á cellules B) (Ramnath et al., 2009) mais aussi une nécroptose dans la

lignée U266B1 du myélome. L’abrin augmente les taux de ROS intra cellulaire et perméabilise la

membrane lysosomale ce qui entraine la libération des cathépsines (Bora et al., 2010).

Par ailleurs, il a été montré que les lectines entrainent également un changement de la

glycosylation á la surface des cellules tumorales. Une étude réalisée sur une lectine extraite de

l’escargot H. pomatia, une espèce très proche de H. aspersa, a montré que la lectine reconnaît

spécifiquement divers épitopes sur les cellules tumorales du sein et du colon. comme l’O-linkedα-N-

acetylgalactosamine de l’épitope Tn  (Walker, 1993; Lescar et al., 2007), l’integrin α6, la HnRNPs

(transcription factors heterogeneous nuclear ribo-nuclear protein), la Hsp27 (heat shock protein 27) et

l’ ENO1 (enolase 1). La lectine pénètre aussi dans les cellules tumorales des lignées T47D et MCF7 

et se fixe sur l’appareil de golgi (Rambaruth et al., 2012).

Aussi il a été démontré que différentes lectines purifiées à partir des plantes stimulent la

production du NO par les macrophages péritonéaux. En effet, les léctines purifiées de la plante Pisum

arvense simule une production du NO comparable á celledu LPS plus l’IFNγ (Andrade et al., 1999),

une autre lectine de Abrus precatorius stimule la production du NO, du peroxyde d’hydrogène et 

augmente l’activité bactéricide et phagocytaire des macrophages (Maiti & Tripathi, 2003).
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Les lectines peuvent agir à travers la stimulation des récepteurs de mort comme le TNFR et le

Fas (fléche verte) ou directement á traversl’endocytose (flèche bleue), les récepteurs TNFR (flèche

rouge) dans la lignée Hs578T stimule la voie de signalisation RIP3 qui déclenche la nécropotose. Sur

les macrophages les lectines se lient á des récepteurs spécifiques appelés les C-type lectine, qui

stimule la génération des ROS et la libération du TNFαet du NO (fig. 67).

Figure 66: Schéma représentant les voies de signalisation induites par les lectines (selon Fu et al.,

2011) et expliquant notre hypothèse sur le mode d’action.
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Figure 67: Schéma expliquant notre hypothèse sur la stimulation de la production du

TNFαet du NO par les lectines.
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V- Conclusion et perspectives

Nos expérimentations ont été menées dans le but de tester l’existence d’un effet thérapeutique d’un 

extrait aqueux d’H.aspersa.Les résultats ont montré que l’extrait possède un effet anti- oxydant, anti

tumoral et immuno-modulateur.

L’analyse de l’activité anti oxydante de l’extrait, par des méthodes chimiques, montre que

l’extrait á de fortes concentrations possède des propriétés anti- oxydantes, se traduisant par sa

capacité á réduire les radicaux libres comme le DPPH et le piégeage du peroxyde d’hydrogène. Il

possède également la capacité d’inhiber la peroxydation des lipides.  

L’extrait aqueux d’H. aspersa stimule la prolifération des monocytes, il possède par contre un

effet cytotoxique sur les macrophages matures lorsqu’il est administré a des concentrations variant

entre 1% et 5%.

L’effet de l’extrait sur l’activité des macrophages dépend de sa concentration. L’étude a 

montré que les concentrations les plus faibles comme 0,1% stimulent la production des anions

superoxyde O2- et n’a pas d’effet sur l’activité phagocytaire ni même sur la sécrétion de l’oxyde 

nitrique et de la cytokine inflammatoires TNFα. La dose 1%, est une dose cytotoxiquepour les

macrophages comme pour la lignée Hs578T. Cette dose provoque une production élevée du TNFα et

du NO, qui sont les deux médiateurs, responsables de la cytotoxicité de l’extrait vis á vis des 

macrophages. L’extrait administré á la dose 10%, stimule l’activité phagocytaire des macrophages,

ainsi que la production des anions O2-.

Les résultats de l’étude de l’extrait in vivo sur un modèle d’inflammation chronique indiquent

que l’extrait possède un effet anti inflammatoire, il réduitles taux plasmatiques du TNFα, il stimule

la pénétration des cellules immunitaires dans le foie, en même temps, il possède un effet réparateur

pour les lésions hépatiques induites par les LPS d’E. coli.

L’étude de l’effet de l’extrait d’H. aspersa sur la rate montre un effet immunomodulateur, il

induit une activation des lymphocytes et des macrophages qui se fusionnent en cellules géantes.

D’autre part, l’étude montre que l’extrait possède un effet anti tumoral vis-à-vis des cellules

de la lignée Hs578T. L’IC50 est d’environ 1%. 

L’extrait provoque une nécroptose modulée par le TNFα dans les cellules de cette lignée.

L’analyse de l’expression des gènes impliqués dans ce processus a montré que l’extrait stimule 

l’expression du TNFα mais il inhibe celle du facteur NF-κB.  Il réduit l’expression du gène de la 
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protéine anti- apoptique BcL2 et les gènes suppresseurs des tumeurs P53 et PTEN. L’extrait á une 

concentration de 0,1% semble avoir plus d’effet. 

L’analyse des effets de l’extrait montre que la molécule bioactive majeure est une léctine,

néanmoins les propriétés anti-oxydantesrésultent de la présence d’un autre anti–oxydant comme les

polypénols.

Afin de compléter cette étude il seraitintéressant dans l’avenir de:

- Purifier d’abord des lectines á partir de l’extrait d’escargot H. aspersa et testerl’effet de ces 

molécules sur des cellules tumorales et sur d’autres voies de signalisation impliquées dans la

nécroptose, afin de bien visualiser le mode d’action de l’extrait et précisé les cibles thérapeutiques.

- Tester l’effet de l’extrait sur d’autres lignées cellulaires notamment celles présentant une

surexpression de la BcL2 et du NF-κB pour bien confirmer l’effet inhibiteur sur ces deux voies qui

sont responsables du développement de nombreux types de cancer.

- Etudier,l’effet anti tumoral de l’extrait, in vivo, sur un modèle animal de tumeur.

-Etudier l’effet de ces molécules sur d’autres cellules immunitaires, comme les lymphocytes

B, ainsi que surd’autres cytokines comme l’INFγ.

Aussi, il est intéressant d’élaborer les propriétés anti-oxydantes de l’extrait en étudiant ses 

effets sur quelques enzymes anti- oxydantes surtout au niveau hépatique et sur d’autres organes 

comme les reins.
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Figure 68: Capacité total de l’acide ascorbique á réduire les ions fer3+ par le test FRAP
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Figure 69: Gamme d’étalonnage des polyphénols réalisées avec l’acide gallique.
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Figure 70 : illustration d’une plaque 96 puits dans laquelle le test MTT a été réalisé. Les puits

encadrés montrent une cytotoxicité élevée.
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Figure 71 : Etude de l’apopose: représentation graphique en nuage de point de la florescence. Les

cellules marquées par l’annexine sont encadré en rouge.
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Figure 72 : Courbes d’amplification des gènes β actine et du NF-κB, obtenues du light cycler

(chaque courbe correspond á un cycle d’amplification).

Figure 73 : Courbes d’amplification des gènes BcL2 et PTEN, obtenues à partir du light cycler.
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Figure 74 : Courbes d’amplification des gènes TNF et P53, obtenues á partir du light cycler.
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Figure 75:Gamme d’étalonnage réalisée par TNFαrecombinant humain
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Figure 76: Gamme d’étalonnage réalisée par TNFαrecombinant de souris

Figure 77: Gamme d’étalonnage NO réalisée par le NaNO2
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RESUME

L’immunosuppression est l’un des inconvénients majeur des thérapies appliquées actuellement

dans le traitement des cancers. Il est donc nécessaire de rechercher de nouvelles drogues anti

tumorales avec un potentiel immuno-stimulateur et qui est l’objectif de nombreux laboratoires

dans le monde. Les recherche dans ce domaine s’intéressent principalement á l’extraction de ces 

molécules á partir des plantes. Cependant l’objectif de notre étude est de chercher un effet anti-

tumoral et immuno-modulateur dans un extrait aqueux d’Helix aspersa, une espèce très répandue

et largement consommée dans les pays méditerranéens. Notre travail débute par une étude des

propriétés chimiques, anti oxydantes de l’extrait, suivie d’une évaluation de l’effet anti 

inflammatoire et anti tumoral. Les résultats montrent que l’extrait d’escargot possède un effet anti 

oxydant á de fortes concentrations, il réduit le radical DPPH et les ions Fe3+. Il peut piéger le

peroxyde d’hydrogène et inhiber la peroxydation des lipides. L’extrait d’H. aspersa possède un

effet immuno-modulateur in vitro. Il augmente l’activité des macrophages, il peut stimuler la 

phagocytose comme il peut augmenter la capacité des macrophages à produire les ROS et le

TNFα. In vivo l’extrait possèdent un effet hépatoprotecteur, en réparant le tissu hépatique lésé

suite á une inflammation chronique par les LPS d’E. Coli. Il active la réponse immunitaire au

niveau de la rate et provoque la fusion des macrophages en cellules géantes. L’extrait a également 

un effet anti tumoral vis-à-vis des cellules de la lignée Hs578T du cancer du sein. Il provoque une

nécrose modulée par le TNFα dans les cellules tumorales. Au niveau moléculaire, l’extrait stimule 

l’expression du gène de la cytokine TNFα, c’est un bon inhibiteur pour les gènes BcL2 et NF-κB, 

qui stimulent la prolifération cellulaire. Aussi, il inhibe l’expression des gènes suppresseurs des

tumeurs P53 et PTEN.

Mot clés : Helix aspersa, anti oxydant, inflammation, prolifération tumorale, TNFα, BcL2, NF-

κB, P53, PTEN, apoptose, nécrose.



Abstract

The treatment of cancer is basically on synthetics and chemotherapeutics; these kinds of

treatment cause various harmful side effects to human beings. For this reason the search

for new natural and safe drugs is the aim of the different laboratories in the word. Plant

and marine species are the major source of natural drugs; few researches have been

interested in purifying bioactive molecules from other terrestrial consumed species like

snails. The aim of our study is to test the anti tumor and the immuno-modulatory effect of

an aqueous extract from Helix aspersa. The garden snail is a big land snail found widely

in the Mediterranean countries, it is one of the most consumed species and widely used in

zootherapy. Firstly, we have interest to test the anti oxidant propriety by chemical

methods. Then we have tested its effect in vitro on the tow cell lines THP1 and Hs578T

In vivo the extract’s effects have been explored on a model of chronic of inflammatory

response, induced in mice by lipopolysaccharides from Escherichia coli. The results

show that, H. aspersa extract have an anti-oxydant effect at high dose, it can reduce the

radical DPPH and Fe3+ ions. It can scavenge peroxyde hydrogen and inhibits lipid

peroxidation. The extract has also an anti tumor effect on breast cancer cells Hs578T. The

data demonstrate that it induces a programmed necrosis in tumour cells. It enhances

significantly the expression of TNFα. The mRNA level of the cytokine was 20 times

more important in treated cells compared to non treated cells. Our extract is a good

inhibitor of BcL2 and NF-κB. It inhibits also the expression of tumor suppressor genes

P53 and PTEN.



:الملخص

ا لذ. حاليا في علاج السرطانةلمطبقا الجانبية للعلاجات الأعراضيعتبر فقدان المناعة واحدا من 

إلى البحث عن طرق بديلة للعلاج٬ لها القدرة على قتلتعمد العديد من المخابر العلمية في العالم 

 في هذا المجال الأبحاثعظم م.الخلايا السرطانية وفي نفس الوقت لها خاصية تنشيط الجهاز المناعي

. من النباتاتذات خصائص علاجيةمركباتتتجه نحو استخلاص 

 و الالتهابات في  البحث عن وجود خاصية علاجية ضد السرطانفي هذا الإطار٬ تهدف دراستنا إلى

Helixمستخلص الحلزون     aspersa.في منطقة البحر ةمنتشرالوهو أحد أصناف الحلزونات 

 في المستخلص بطرق الأكسدة بدارسة خصائص أولا قمنا .ها استهلاكاأكثر ولمتوسط االأبيض

كما قمنا بدراسة .السرطانات وجود خصائص ضد الالتهابات و إمكانية دراسة إلىكيميائية ثم عمدنا 

التهاب دائم ودلك من خلال دراسة آثاره مفعول المستخلص على الجهاز المناعي لفئران في حالة 

.والطحاللكبد على ا

Feيونات الحديد و أDPPHبينت النتائج أن المستخلص له خاصية إرجاع الجدر الحر  كما +3

المستخلص له خصائص تنشيط . جزئيات بيروكيد الهيدروجين ومنع أكسدة اللبياداتيمكنه تثيث

Reactive جذور الأكسجين خلال المكروفاج من خلال رفع قدرتها على إنتاج oxygen species و 

TNFالسيتوكين  α . في وجود التهاب بليبوبوليسكاريدات البكتيريا ال          الدراسة على الفئران

Escherichia Coli إفراز    بينت أن مستخلص الحلزون له خصائص  ضد الإلتهاب يقلل من

TNFسيتوكين  αشط كما ين.بد    في البلازما و يعالج الأضرار الناتجة عن الإلتهاب في الك

.الإستجابة المناعية في الطحال

Helixمستخلص الحلزون      aspersa له خاصية قتل لخلايا السرطانية   بعملية النخر المبرمج ٬  

TNF سيتوكين  إنتاجكما يحفز ها على  α تخليقيمنعو íææäáÇ ÖãÍáÇáæÓÑáÇ íÒæÈíÑáÇ

ÊÇÊäíÌááBcL2æNF-KB, PTEN ,P53.


