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Introduction

Il est maintenant admis que les biomolécules sont parmi les différents axes de recherche qui
sont actuellement exploités et tres dominants. La recherche sur les biomolécules vise a
découvrir de nouvelles pistes pour le développement de médicaments pour différentes
maladies notamment les cancers et les maladies inflammatoires. En effet, leur objectif
est d'identifier des composés bioactifs et de comprendre leur mode d’ action afin d entrevoir
de nouvelles perspectives thérapeutiques. Ainsi, les produits naturels offrent un grand espoir

pour la santé publique.

Les biomolécules dérivent des sources naturelles comme les plantes, |es microorganismes ou
encore les animaux (insectes, invertébrés,...). Depuis des milliers d'années, les étres humains

se servent de ces étres vivants pour isoler et fabriquer des produits pharmaceutiques.

Les mollusgues sont connus pour leur richesse en principes actifs, permettant d’agir a
plusieurs niveaux de I’organisme. Il existe des mollusques marins et autres terrestres. lls
contiennent des biomolécules qui sont utilisées dans les domaines de la cosmétique, la

pharmacologie et la nutrition.

Les premiers travaux sur les mollusques marins remontent aux années 50. Ces derniéres
années, la recherche de produits naturels marins a explosé et beaucoup de nouveaux

composes d origine marine ont é&é isolés (Blunt et al., 2009).

Parmi les mollusques terrestres exploités en pharmacologie on trouve les escargots. Ces
gastéropodes ont déja fait I’ objet de criblages biologiques qui ont révélé de réelles propriétés
thérapeutiques (Ghosh et al., 2002 ; Leeet al., 2003 ; Bonnemain, 2005 ; Kim et al., 2007).

Helix aspersa est une espéce d escargot comestible facile a récolter et tres répandue en
Algérie. Elle aété depuis I'antiquité, utilisée en médecine et préparée sous différentes formes
pharmaceutiques (pommade, sirop, €tc.). En effet, plusieurs travaux ont constate I'effet des
substances issues de I'escargot sur la santé humaine: activité mucolytique in vitro, action
inhibitrice sur les cultures de bacilles coguelucheux, une activité spasmolytique, un effet

broncho-relaxant, etc. (Bonnemain, 2003).

La littérature rapporte peu de travaux sur les effets des extraits de mollusques; sur les

meécanismes moléculairesimpliqués dans |’ inflammation, |’ angiogénese et |e cancer.

L'inflammation est un processus complexe impliquant un réseau multifactoriel de signaux

chimiques. La réponse inflammatoire peut évoluer vers la chronicité provoquant de sérieuses
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pathologies caractérisées par une destruction tissulaire importante, pouvant mener au cancer
et stimuler les mécanismes de |’angiogénese. La production excessive de mediateurs pro-

inflammatoires pourrait étre la cause (M antovani et al., 2008)..

Les médicaments anti-inflammatoires ont pour cibles la cyclo-oxygénase (COX), des
cytokines (le TNF —a et les interleukines IL-1 et IL-6) et le facteur de transcription NF-kB.
L’ usage de ces anti-inflammatoires se trouve confronté a de nombreux effets secondaires tels
gue les maladies gastro-intestinales, I'immunodépression, les maadies auto immunes...
(Helms, 2006 ; Rang & Dale, 2012).

L’ immunodépression favorise I'inhibition de la surveillance immunitaire normalement
développée par |’ organisme et laisse place au développement anarchique des cellules menant

ainsi au cancer et I’ échappement tumoral.

Le cancer figure parmi les principales causes de mortalité dans le monde. Selon les
statistiques de I’ organisation mondiae de la santé faites en 2013, le nombre de nouveaux cas
aatteint 14,1 millions avec 8,2 millions de décés enregistrés en 2012 dans le monde (Bray et
al., 2013 ; Ferlay et al., 2013) . En Algérie, selon la Sociéte a gérienne d’ oncologie médicale
(SAOM), durant ces dernieres années, les cas de cancer ont augmenté de maniére
considérable passant de 80 cas pour 100.000 habitants en 1993 a 120 cas durant les années
2000. Cette maladie se manifeste lorsgque le contréle de la division normale de la cellule est
rompu. De plus, la cellule tumorale acquiert lors des différents stades de son dével oppement

plusieurs mécanismes qui peuvent I’ aider a croitre et envahir d autres tissus:

+ La capacité de se multiplier spontanément sans recevoir de messages de division et

méme en présence de signaux inhibiteurs (Hanahan and Weinber g, 2000).
4+ Laperte delacommunication avec les cellules de son environnement.

+ Leur résistance a I’ apoptose suite a I’inactivation des genes suppresseurs de tumeur
(exemple:géne P53) et I'expression des genes impliqués dans la prolifération
anarchique (NFkB). (Ghobrial et al., 2005).

+ Induction del’ angiogénése et expression du gene VEGF.

L’ angiogénése est un processus physiologique. Elle peut étre activée suite a production des
différents facteurs pro-angiogéniques (VEGF, b FGF, PDGF, TNFa...). Ce mécanisme est

nécessaire au développement et a la croissance tumorale, permettant |’ apport, la diffusion des

2
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nutriments, I'éimination des déchets, I'invasion tumorale des autres tissus ainsi que les
métastases (Arraset al., 1998; Couffinhal et al., 1999).

Ce processus peut étre facilité par |’expression des protéases appelées Métalloprotéinases
Matricielles « MMP » notamment la MMP-9. Cette protéase permet |la dégradation de lalame
basale du tissu accueillant latumeur, et I’induction de I’ angiogenése tumorale nécessaire ala

libération des facteurs pro-angiogéniques (Antonicelli et al., 2012).

Il existe plusieurs moyens pour confronter ces maladies cancéreuses: la radiothérapie, la
chimiothérapie, etc. Maheureusement, ces différentes thérapies ont également des effets

toxiques sur les cellules saines.

Le systeme immunitaire regroupe |'ensemble des processus et des mécanismes de défense mis
en ceuvre par un organisme pour lutter contre |'attague d'ééments étrangers ou contre des
ééments endogénes modifiés, tout en assurant une immuno-surveillance adéquate.
Cependant, il joue également un réle dans la majorité des pathologies telles que les cancers.
Ces maladies sont le résultat d’un défaut dans la surveillance et le contréle immunitaire de la

prolifération des cellules.

Cest pour cette raison que nous avons tenté de chercher de nouvelles molécules
thérapeutiques qui permetteraient de moduler les différentes actions du systéme immunitaire
en étudiant les effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique d'extraits du
mollusque terrestre Helix aspersa.

Dans une premiére partie, nous avons préparé trois extraits: un extrait agueux, un
hydroalcoolique, et un organique a partir du pied (la chair) de I’escargot Helix aspersa.
Ensuite, nous avons essayé de mettre en évidence la présence de biomolécules actives dans les

différents extraits.

D’ autre part, nous avons évalue I’ effet antioxydant in vivo de I homogeénat du pied d’ escargot
chez le rat, ayant recu un médicament immunosuppresseur (Cyclosporine A) connu par son
hépatotoxicité.

Ensuite, nous avons évalué |’ effet anti-inflammatoire in vivo des trois extraits sur un modele
d’inflammation aigue pulmonaire chez le rat, en comparant |leurs effets a un médicament anti-

inflammatoire.
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L’ effet anti tumora de nos extraits a été testé sur une lignée cellulaire normale de rein de
singe (MK2) et tumorales liquides (lymphome cutané: HUT-78, SeAx et de leucémie
myéloide chronique: K562) et matricielles (carcinome pulmonaire: A549 et carcinome

hépatocytaire : HUH7).

Nous avons étudié le mode d' action de I’ extrait aqueux sur lalignée HUT-78 en évaluant la

condensation et la fragmentation de la chromatine par la col oration Hoechst.

L’ effet anti-angiogénique a éé apprécié in vitro par quantification de I'expression d’ une
protéase impliquée dans I’ angiogénése et I'invasion tumorale (la métalloprotéase MMP-9),
dans deux lignées de lymphome cutané (HUT-78 et SeAx), stimulées par les extraits aqueux

et hydroal coolique.

La derniere éape consiste a fractionner I'extrait protéique préparé a partir du pied du
gastéropode Helix aspersa par chromatographie échangeuse d’ anions et les fractions obtenues
ont été testées pour leur activité protéolytique contre des substrats de synthése ainsi que leur
activité antiproliférative par le test MTT contre les lignées cellulaires normale (MK2) et
tumorales (K562, A549 et HUH7).
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1- Présentation et classification del’ espéce Helix aspersa
Il existe en Algérie un trés grand nombre d’ escargots dont la taille varie de quelques
millimétres a quelques centimeétres et dont les plus communs correspondent a Helix aspersa
(petit gris), a Helix pomatia (I’escargot de Bourgogne). Dans la présente étude, nous nous
intéressons qu'a |’ espece Helix aspersa (figure 1). Elle appartient & I’ embranchement des
mollusques, |a classe des gastéropodes et lafamille des Hélicidés (Bonnet et al., 1990) :

Reégne: Animalia
Embranchement : Mollusca
Classe : Gastéropoda
Sous -classe : Pulmonés
Ordre : Stylomatophora
Super-famille : Helicacea
Famille: Helicidae
Genre : Helix

Espéce : aspersa
Sous-espéce : aspersa

Figure1l: L’escargot Helix aspersa (Douafer, 2010)

2- Morphologiedel’ escargot Helix aspersa
2-1- Lacoquille

C’est un animal dont le corps est dépourvu de squelette et avec un aspect mou. Il posséde une
coquille enroulée dans le sens des aiguilles d'une montre et secrétée par le manteau. Elle
contient tout son corps (le pied et la masse viscérae), (figure 2). Elle est composée de
protéines (2 %) et de minéraux (calcite et aragonite) (Chase, 1986 ; Pirame, 2003).
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2-2- Lepied

L’animal en extension fait apparaitre un muscle appelé le pied. Il aide |’ animale a se déplacer.
Le pied comprend une téte sur laquelle se trouvent deux paires de tentacules :

v Tentaculestactiles : antérieures, de petite taille.

v Tentacules oculaires : postérieurs, de grande taille.

coquille

bourrelet pailéal

pneumostome tentacule oculaire

" tantacule factile

Bl e T e e Y bouche
pied = ; [

orifice ganital

Figure 2 : Morphologie de |’ Helix aspersa (Bonnet et al., 1990)

3- Anatomiedel’escargot Helix aspersa

L’anatomie de I'escargot Helix aspersa est représentée dans la figure 3, ele comprend

I’ ensemble des organes et des systemes.
3-1- Le systeme digestif

La bouche se prolonge par ce qu' on appelle le bulbe buccal en formant I’ esophage. Ce
dernier se termine par |I'estomac. L'estomac se prolonge a son tour et forme |’intestin
(Pirame, 2003).

3-2- Le systeme nerveux
Le systéme nerveux d' Helix aspersa est constitué de deux systémes (Pirame, 2003).

a Un Systéme nerveux sympathique : constitué d une paire de ganglions buccaux qui se
trouve sous le bulbe buccal et une paire de ganglions cérébroides qui sont reliés entre
eux par deux cordons nerveux.

b- Un Systeme nerveux central : il se localise dans la région céphalique est constitué

d’une chaine de ganglions.
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3-3- Le systéme circulatoire
Son systéme circulatoire est constitué :
e D’un ceeur : constitué d’ une seule oreillette et un ventricule (Pirame, 2003).

e Del’hémolymphe: c’'est le liquide physiologique d’ Hélix aspersa ainsi que d’ autres
mollusques terrestres et marins. L' hémolymphe circule dans un systéme veineux et un autre
artériel. Il est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes. Il contient un pigment appelé
I’hémocyanine et des cellules appelées " hémocytes' (Van Holde & Miller, 1995 ; Sanchez
et al., 1998 ; Adamowicz & Bolaczek 2003).

e L’hémocyanine: c'est une molécule de nature protéique de la famille des
meétalloprotéines dont le réle est de transporter I’ oxygene (Markl, 2013).

3-4- L’ appareil reproducteur :

Il faut rappeler que I’ escargot est un animal hermaphrodite ; son appareil génital est forme
de (Pirame, 2003):

- une gonade (ovotestis) : un lieu de formation des cellules sexuelles males et femelles
(ovule et spermatozoide) ;

- un canal hermaphrodite : dont le rdle est I’ évacuation des gameétes ;

- I’albumine : une glande blanchétre dont le role est I’ é aboration des réserves vitelline ;

- un ovospermiducte (Pirame, 2003)
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aorte postérieurs ou viscérale

résarvoir séminal —oceil

Muscie rétracteur

giande sexuele du tentacule tentacule oculaire

gande de lalbuming

prat&pamreas —

orifice gémital {f

muscle pédieux oviducte et canal déférent unis artére pédieuse
muscle cokmellaire aorte antérieure

ou céphalique

Figure 3 : Anatomie de |’ escargot Helix aspersa (Pirame,2003)

4- Lesdifférentstypes de glandes d’Helix aspersa sécrétant le mucus

Les glandes sécrétant le mucus sont localisées sur le bord du manteau et sur le pied d’Helix

aspersa. Ces glandes sont unicellulaires (chaque cellule glandulaire a é&é nommeée une

glande). Elles sécrétent le mucus atravers les pores entre les cellules épidermiques. Au moins

huit

différents types de glandes ont été mis en évidence dont quatre secretent différents types

de mucus (Campion, 1960) :

e Un mucus protéique,

e UN mucus contenant des granules de carbonate de calcium,

une sécrétion de pigments contenant les flavonoides.
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5- Composition biochimique et qualité nutritionnelle de I’ escar got Helix aspersa

Des études réalisées sur la chair de I'escargot Helix aspersa ont démontré sa qualité
nutritionnelle. En effet, la chair contient une forte concentration en protéine et une faible
teneur en lipide (Tableau 1). Ces derniers sont représentés par des acides gras trés bénéfiques
qui sont I’acide linoléique et I'acide linolénique. (Gomot, 1998 ; Taoder, 2009). La faible
guantité de lipides dans la chair de cet escargot fait de lui un aiment peu caorique (67
Kcal/100g). Ainsi, il est moins calorique que la viande maigre et le poisson (Taoder, 2009) ;
ce qui le classe parmi les aliments alternatifs sains. En outre, les escargots accumulent des
quantités importantes de calcium dans leur muscle (pied). En effet, ils accumulent dix fois
plus que la viande rouge et blanche, et sont tres riches en ions cuivre, en fer et zinc (Tableau
1).

D’autres éudes ont montré I’accumulation d’un autre éément tres important pour le bon
fonctionnement I’organisme humain: le séénium reconnu par son activité anti-oxydante
(Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008 ; Taoder, 2009).

Tableau 1. Composition biochimique du pied de I'escargot Helix aspersa (Gomot, 1998).

Matiére organique

Eau (%) 87.5
Protéines (g/100g) 8.1
Lipides (g/100g) 0.8
Glucides (g/100g) 6.5
Minéraux
Ca(mg/100g) 200
P (mg/100g) 73
Mg (mg/100g) 52.7
Fe (mg/KQ) 10
Cu (mg/Kg) 31
Zn (mg/Kg) 10
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1- Définition delaréaction inflammatoire et ses principaux effecteurs

L’inflammation est une réaction de défense naturelle déclenchée lorsque le corps est menacé
par des agents pathogénes, des cellules endommagées ou des irritants. Cette réponse est
essentielle pour I'étre humain afin de combattre les différentes infections, pour favoriser la
cicatrisation et le rétablissement de la fonction normale du tissu endommagé. Elle est
caractérisée par 4 signes : une rougeur, un gonflement avec chaleur et douleur (Russo-Marie
et al., 1998) et met en jeu un grand nombre de cellules (tableau 2) et de nombreux

meédiateurs biochimiques (tableau 3).

Tableau 2 : Cellules de I’inflammation (Hellal, 2007).

Céellules sanguines circulantes Cellulesrésidentestissulaires
Neutrophiles Macrophages

Monocytes Mastocytes

Eosinophiles Cédllules endothéliales
Basophiles Fibroblastes

Plaguettes

Lymphocytes

Plasmocytes

Quel gue soit le facteur inducteur, la réponse inflammatoire sera la méme mais avec des
intensités et des durées variables. La réponse inflammatoire peut étre éphémere ; se manifeste
immédiatement apres I'invasion de I’ agent pathogéene et dure jusgu’a 48 h environ. Dans ce
cas €elle est appelée inflammation aigué. Toutefois, elle peut persister des années d’ ou on

I’ appelle |’ inflammation chronique.

10
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Tableau 3 (synthése) : Les principaux médiateurs biochimiques dans la réponse
inflammatoire.

(Hosford et al., 1990 ; Henrotin et al., 1992 ; St Clair, 1998 ; Deby-Dupont et al., 1995 ; Murell et
al., 1996 ; Stichtenoth & Frolic, 1998; Moritaet al., 1999 ; Bonizzi et al., 2000 ; Serteyn et al., 2003 ;
Kindt et al., 2007)

Médiateursde  Membres Source Caractéristiques Effets
I"inflammation
Protéines Laprotéinec - sécrétéepar lefoieau - reconnaitre et selier - active le systéme du complément
sériques réactive moment de laphase au motif, ¢ ) entraine I'é&imination du pathogéne par sa
«CRP » aiguede polysaccharide cell lyse ou par la phagocytose
I”inflammation. wall retrouvé sur la
surface de certaines
bactéries et
champignons.
Amines Histamine - produiteslorsdela - selieadesrécepteurs - entrainant une vasodilatation et une
vasoactives dégranulation des retrouvés au niveau augmentation de leur perméabilité
mastocytes. descapillaires et des
veines.
Médiateurs - propriétés chimiotactiques pour les
lipidiques Leucotriénes éosinophiles et les neutrophiles
Prostanoides - produits par deux - stimulent également la sécrétion de certaines
voies (voie COX1 et cytokines : IL-2 et IFNy
COX2 et lavoielipo-
oxygénase) a partir de
I"acide arachidonique - L’augmentation de la perméabilité vasculaire.
Platelet - Lastimulation de |’ agrégation plaquettaire.
Activating - L’activation des leucocytes.
Factor (PAF)
Dérivés NO les éosinophiles, les - unecourte durée de - contribuent &’ apoptose, et ala protéolyse de
d’oxygene et neutrophiles et les demi-vie< a50 sec laMEC .
d’azote macrophages - impliqués dans la cascade de I’ activation du
NF«B par I'IL-1p en tant que second
messager.

- jouent deux roles dans le processus
inflammatoire : un réle pro-inflammatoire et
un role anti-inflammatoire.

Enzymes Neutrophiles -enzyme hémique présente dans -activité peroxydase
les granules des neutrophiles
Cytokines - produitespar detrés - molécules solubles. - permettent le dialogue entre les
-IL-1, IL-6 nombreux types - nature glycoprotéique. cellules.
-TNFa cellulaires. - faible PM. - régulent laprolifération, I’ activation la
-IFNa - Leur action sefait par différenciation, lasurvie et lamort

I’intermédiaire de récepteurs cellulaire.

spécifiques.

11
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1-1- L’inflammation aigué

Elle est décrite selon quatre étapes : |a reconnaissance des signaux de danger, le recrutement
de cellules sur le site dinfection, I'@imination du pathogéne et la résolution de
I"inflammation conduisant a un retour a I’homéostasie et a la cicatrisation du tissu lésé
(Barton, 2008).

1-1-1- Lareconnaissance dessignaux de danger

Elle nécessite une interaction entre une molécule localisée sur les cellules immunitaires et une
autre présente sur le pathogéne. En 1989, Janeway a suggéré |I’existence d’'une classe de
récepteurs specifiques a I'immunité innée ; appelés PRR ou Pattern Recongnition Pathogen,
(tableau 4). lls sont nombreux et sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires ala
surface des microbes et de les fixer. Ces structures microbiennes sont connues sous le nom de
PAMPs (pathogen-associated molecular patterns). Ils sont conservés chez de nombreux
pathogénes (M edzhitov & Janeway, 1997 ; Medzhitov, 2001).

En plus des PAMPs, il existe une autre classe de molécules reconnues par les PRRs et dont
I’ origine difféere de celle des PAMPS. En effet, il s'agit d’un groupe de molécules appel ées
DAMPs (Damage-associated molecular Pattern) ou alarmines (Oppenheim et al., 2007).
Ces inducteurs endogenes (contrairement aux PAMPs qui sont exogenes) regroupent tous les
signaux produits par un tissu 16sé, par les cellules nécrosées ou par des cellules immunitaires.
IIs permettent le recrutement des cellules immunitaires exprimant les PRR, notamment des
cellules dendritiques, favorisant ainsi |a réponse immunitaire adaptative. (Bianchi, 2007). On
y trouve: le HMGB1 « Hight mobility group box 1 » (un facteur de transcription qui lie les
nucléosomes permettant le repliement de I’ADN), les protéines de la famille S100, les
protéines de choc thermique (HSP : Heat shock protein) (Agresti & Bianchi 2003 ;
D'Ambrosio et al., 2003 ; Bianchi, 2007; Kluneet al., 2008 ; Tsan & Gao, 2009).

Tableau 4: Liste des récepteurs de |’ immunité innée et leur localisation (Millet, 2014)

PRR LOCALISATION

TLR (Toll like Receptor) Transmembranaire ou endosomale
RIG (Rig Like Receptor) Intracellulaire

NLR (Nod Like Receptor) Cytoplasmique

CLR (C-type Lectin Receptor) RAGE (Receptor for Advanced Glycation  Transmembranaire
End Products)

12



Revue bibliographique

1-1-2- Laformation du foyer inflammatoire

Elle implique une succession d événements qui aboutissent au recrutement des cellules
inflammatoires dans le tissu 1ésé (Kindt et al., 2007), (figure 4):

- Une vasodilatation entrainant |’éévation de la perméabilité vasculaire, ce qui facilite
I’ afflux des cellules dans le foyer inflammatoire.

- La diapédése des cellules phagocytaires suite a I’adhérence des cellules a la paroi
endothéliale des vaisseaux sanguins et leur passage entre les cellules endothéliales
versletissu (I'extravasion).

- La migration a travers le tissu vers le site de I'invasion. Les cellules phagocytaires
s accumulent et commencent aors a phagocyter I’ agent pathogéne. Elles libérent dans
le foyer inflammatoire des enzymes lytiques, ce qui peut endommager les cellules
voisinantes. L’accumulation de cellules mortes ainsi que le matériel qui résulte de la

digestion forme ce qu’ on appelle |’ exudat.

Tissue damage

Tissue damage causes release of
vasoactive and chemotactic factors
that trigger a local increase in blood

flow and capillary permeability

Permeable capillaries allow an
influx of fluid (exudate) and cells

Figure 4 : Etapes de laformation du foyer inflammatoire (Kindt et al., 2007)
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1-1-3- Biosignalisation et réaction inflammatoire

Les effets des différents facteurs inflammatoires sont transmis par le biais de récepteurs
membranaires exprimeés par les cellules cibles. La liaison de ces molécules a leurs récepteurs
appropriés active une cascade de phosphorylation des différentes molécules intracellulaires
via deux voies: lavoie des MAP kinases (Mitogen Associated Protein kinases) et lavoie de
JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription). La réponse
cellulaire dépend de la voie de transduction du signa activée (figure 5). L’activation par
phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription par des kinases: NFkB (Nuclar Factor k
B) et AP-1 (Activatory Protein-1), conduit a la transcription des genescodants pour
différentes protéines pro- ou anti-inflammatoires telles que: TGFB, IL-1B, TNFa,
chimiokines, molécules d’ adhésion, MMPs... (Baeuerle, 1998 ; Herlaar et al., 1999;
McKay & Cidlowski, 1999). Il faut souligner que plusieurs médiateurs peuvent activer la

méme voie et plusieurs voies peuvent étre activées par |le méme médiateur.

Inducteursde Pathogénes, Atteinte Pollution,

I'Inflammation i tissulaire particules
virulence étrangéres

Reconnaissance

‘ ‘ . particules
toxines 5 &
. étrangeéres
Transduction ] B

du signal

@ pro-caspase 1p

A |

Fi cf

I \ ‘.‘l b téspése i=
\\ noyau \5/ v Y
Libérationdes = ———%_ l

Pro-IL1B B 1B

cytokines pro-
e & Pro-IL18 ¥ IL-18

inflammatoires
IL-6, IL-8, IL-10, IL-12
IFN-o, TNF-c

Figure5: Représentation schématique de transduction du signa via le TLR (Mak &
Saunders, 2004)
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1-1-4- Résolution del’inflammation

La réaction inflammatoire est complexe et impligue une multitude de médiateurs
biochimiques dont certains sont pro-inflammatoires et d’ autres sont anti-inflammatoires. Le
retour a I’homeéostasie signifie I’édimination du pathogene et les produits de la dégradation

tissulaire. Cela peut étre atteint grace a:

> lalibération des cytokines anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10) par les macrophages et
les lymphocytes T reg (régulateurs) ainsi que des facteurs de croissance qui ont pour
but la réparation du tissu dégradé (Ortega-Gomez et al., 2013),

> la proliféeration des fibroblastes et la synthese du collagene et des protéoglycanes
(Hellal, 2007).

La balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFa) et anti-
inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-13 et TGFp) est la clé de la régulation de 1’inflammation et
dirige I'intensité et la durée de la réaction inflammatoire (Desreumaux, 1999 ; Dinaréllo,
2000). En effet, I’installation d’un déséquilibre entre ces deux groupes de meédiateurs conduit
a la chronicité de la réaction inflammatoire et a la destruction des tissus enflammeés.
L’ ensembl e des mécanismes permettant larésolution et |e retour al’ homéostasie sont résumés

danslafigure®.

15



Revue bibliographique

Reconstitution du tissu matriciel Facteurs de
A crossance/eytoldnes
v'  Différenciation et production de e FGF
Fibroblastes collagene (I, II, V) et de fibronectine e PDGF
e TGFB
Remodelage
v’ Equilibre entre synthése et dégradation TGF B

de protéines matricielles (MMPs/TIMPs)

Ré-épithélialisation

Kératinocytes v Migration et prolifération ; * KGF
v’ Reconstitution de I'épithélium ; * TGFP
v’ Reconstitution de la membrane basale
Angiogénese
v’ Reconstitution d’un tissu sous-épithélial et * VEGF
néo-vascularisation e FGF

Figure 6 : Principaux acteurs de la phase de réparation tissulaire (Hellal, 2007)
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1-2- L’inflammation chronique

Quand I’agent pathogéne persiste a cause de |’ échec de la réponse inflammatoire aigue ou
d’'une réponse inappropriée, la balance entre les molécules pro-inflammatoires et anti-
inflammatoires est perturbée et 1a réponse inflammatoire évolue vers la chronicité provoquant
de sérieuses séquelles anatomiques et fonctionnelles. Ce désequilibre est a I’origine de
nombreuses pathologies caractérisées par une destruction tissulaire importante (figure 7)
(Héellal, 2007).

protéases,...

maladies inflammatoires  ANgiogénese et cancer

Figure 7: Balance entre les médiateurs pro- et anti-inflammatoires.

2- M aladies inflammatoir es

On distingue des maladies inflammatoires et des maladies auto-immunes; elles sont
regroupées sous le terme: IMID (Immune Mediated Inflammatory Diseases) (Figure 8) et
sont liées a des mécanismes spécifiques. Cette classification permet une adaptation des
stratégies thérapeutiques en utilisant des molécules ciblées pour chague forme de maladie
(Sibilia, 2007).

Parmi |es maladies inflammatoires les plus répandues dans le monde, on trouve la polyarthrite
rhumatoide, I'athérosclérose, la maladie d'Alzheimer, I'asthme, le psoriasis, la sclérose en
plagues et les maladies inflammatoires de I'intestin (Gautam & Jachak, 2009 ; Rang &
Dale, 2012).
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Signal "Danger"

PNN Macrophage S )
PRAZE ésidentes D
Activation de Activation de
I'immunité innée I'immunité
innée
TNF IL-1, 6, 18
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gsidents) activation non
PNN controlée des LT et
Macrophage LB autoréactifs
[ Inflammati
Bsi i Y T T : nflammation
Enthésiopathies Réaction immunitaire Réaction inflammatoire %
(HLA B27) : ~ ST (FeyR, DR4)
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(MEFV M694 V) inconstant d’autoantigénes (PAD)
Auto-Ac
Granulomatose / (DR3)
(NOD2) Lésions inflammatoires Lésions inflammatoires \
Maladies auto-inflammatoires Maladies auto-immunes

Figure 8 : Schéma de Synthése de la pathogénie des maladies inflammatoires (Sibilia, 2007)

3- Thérapiesanti-inflammatoires et mode d’ action des molécules thérapeutiques

Il est maintenant connu que |'inflammation est un processus complexe impliquant un réseau
multifactoriel de signaux chimiques et que la production excessive de médiateurs pro-
inflammatoires est impliquée dans plusieurs maladies inflammatoires. Par consequent,
I'inhibition de la surproduction de ces médiateurs est une cible cruciale dans le traitement de
ces affections (Helms, 2006 ; Gautam & Jachak, 2009 ; Rang & Dale, 2012 ).

Les cibles des différentes thérapies anti-inflammatoires comprennent la cyclo-oxygénase
COX1 et 2, les cytokines pro-inflammatoires telles que le TNFa et les interleukines (IL-18 et
IL-6). Le TNF-a et les interleukines sont connus pour leur réle central dans la pathogenese de
nombreuses maladies inflammatoires, en particulier I'asthme et I'arthrite rhumatoide. Ce sont
des protéines impliquées dans les signaux intercellulaires de cellules immunitaires. Ces
protéines présentent de nombreuses fonctions dans la promotion et la résolution de
I'inflammation. Le facteur de transcription NF-kB est un régulateur principal de |'expression

de plusieurs genes impliqués dans I'activation de I'inflammation. Il a éé décrit comme ayant
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un réle majeur dans la pathogenese des maladies inflammatoires de I'intestin ainsi que des
mal adies rhumatismales (Helms, 2006 ; Gautam & Jachak, 2009 ; Rang & Dale, 2012).

Les deux principaux groupes de meédicaments utilises dans le traitement des maadies
inflammatoires sont les corticostéroides, |es médicaments anti-inflammatoires non stéroidiens
(AINS). Ces médicaments sont largement utilisés et sont efficaces dans le traitement de
nombreuses maladies inflammatoires. Les corticostéroides jouent également un rdle majeur
dans la thérapie de transplantation d'organe en raison de leurs effets anti-inflammatoires et
immunosuppressives. Maheureusement, ils sont également associés a de nombreux effets
secondaires graves. Les corticostéroides sont bien connus pour provoquer |I'hyperglycémie,
une sensibilité accrue aux infections, des troubles psychiatriques, etc. Par ailleurs, I'utilisation
a long terme des AINS provoque des maladies gastro-intestinales et le dysfonctionnement
plaguettaire (Helms, 2006 ; Rang et Dale, 2012).

- Anti-inflammatoires naturels

Il existe plusieurs composés anti-inflammatoires naturels qui ont pour cibles particulieres la
COX-1 et -2, les lipoxygénases (LOX), le NO, la phospholipase A2 (PLA2), etc. Ces
meédiateurs pro-inflammatoires ont également été considérés comme des cibles potentielles
dans la découverte de médicaments anti-inflammatoires. On trouve parmi les molécules anti-
inflammatoires d’ origine naturelle, la cyclosporine A. C’est un composé naturel (polypeptide
cyclique), qui a été développé avec succes en tant gqu’ un immunosuppresseur de premiere
ligne dans le traitement du rejet de greffes (figure 9), (Chin et al., 2006). Ce composé isolé,
du champignon Tolypocladium inflatum, a été découvert par hasard en 1972. Utilisé pour la
premiere fois en 1983, ce médicament a de nombreuses actions liées a l'activité
immunosuppressive, mais le principal effet est I’inhibition séective de I'lL-2 (Rang et al.,
2012 ; Tedesco & Haragsim, 2012).

Au cours de ces derniéres années, on a pu identifier de nombreux composés pharmaco-
logiquement actifs avec une activité anti-inflammatoire, isolés a partir d'organismes marins
(des éponges, des mollusques, des algues, des échinodermes et des bactéries) (Gautam &
Jachak, 2009 ; Folmer et al., 2010 ; Mayer et al., 2011 ; D’'Orazio et al., 2012). En effet,
plusieurs organismes marins, en particulier les éponges et les escargots, ont pour effet
I’inhibition de I'activité enzymatique de la PLA2 (Gautam& Jachak, 2009 ; Folmer et al.,
2010). Bien que ces composés actifs ne soient pas encore des médicaments, ils ont montré une
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activité anti-inflammatoire par divers mécanismes moléculaires, et représentent des candidats

potentiels pour le développement de médi caments anti-inflammatoires.
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Figure9 : Structure de lacyclosporine A (Chin et al., 2006).

4- I nflammation et cancer

Comme il a été mentionné précédemment, le déreglement de la réponse inflammatoire joue
un role central dans une multitude de maladies chroniques dont le cancer. Le mécanisme
moléculaire par lequel I'inflammation chronique conduit vers le cancer comprend :
I’augmentation de la production des médiateurs pro-inflammatoires (les cytokines), les
chimiokines, La COX2, les MMPs, le NFxB, le STAT3, I’AP-1, I’activation des oncogénes,
etc. (Sethi et al., 2012).

Les chercheurs ont mis en évidence I’ existence d’'un lien entre I’inflammation et |e cancer en
se basant sur des observations des échantillons de biopsie de tumeurs ainsi que sur des études
épidémiologiques. En effet, la plupart des tumeurs sont accompagnées de cellules
inflammatoires (des macrophages « Tumor Associated Macrophages, TAM », de cellules
dendritiques « Tumor-associated Dendritic cells; TADC », et de lymphocytes « Tumor-
inflitrating lymphocytes ; TIL». Cette observation a été décrite pour la premiere fois en 1863
par Rudolf Virchow. De plus, les cancers apparai ssent souvent dans le site de I’ inflammation

chronique (M antovani et al., 2008).

Le cancer dont [I’origine est inflammatoire, est auss caractérisé par la surproduction des
meédiateurs de I’ inflammation dans le tissu néoplasique tels que les chimiokines, les cytokines,

les prostaglandines. Le remodelage tissulaire et |I'angiogénése sont aussi similaires a ceux
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observés dans I’inflammation chronique. En outre, le traitement par les AINS diminue le
risque des cancers (Mantovani et al., 2008). En effet, les anti-inflammatoires non stéroidiens
tels que I'aspirine, et I'ibuproféne semble étre impliqués dans la prévention des cancers (tel

gue le cancer colorectal) (Baron & Sandler, 2000).

La liaison entre I'inflammation et le cancer a lieu selon de deux voies. Une voie
intrinseque dirigée par les conditions inflammatoires qui multiplient le risque des cancers.
Elle est stimulée par |’activation des différents oncogenes (RAS, MYC,..) suite a des
mutations, par e réarrangement chromosomiques et par I’ inactivation des genes suppresseurs
de tumeurs. Ces cellules transformées, produisent des médiateurs inflammatoires géenérant
ainsi un microenvironnement inflammatoires au sein la tumeur. La deuxiéme voie, qui est
extrinseque, est dirigée par les dtérations qui conduisent a I'inflammation et la néoplasie
(figure 10). Les deux voies convergent et entrainent I’ activation des facteurs de transcription,
principalement le NFkB et STAT3, dans les cellules tumorales. L’activation de ces facteurs
conduit ala production des différents médiateurs inflammatoires y compris : les cytokines, les
chimiokines et COX2 qui induisent la production de la prostaglandine. Ces molécules activent
et recrutent les différentes sous populations immunitaires. Les cytokines activent la
production des mémes facteurs dans les cellules inflammatoires, les cellules du stroma et les
cellules tumorales, entrainant |’augmentation de la concentration des meédiateurs
inflammatoires, ce qui génére un microenvironnement inflammatoire qui est «lié au cancer »
(Mantovani et al., 2008).
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Figure 10 : Voiesliant I’ inflammation au cancer (M antovani et al., 2008)
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1- Définition del’angiogénése

L’angiogénése ou néovascularisation désigne |’ ensemble des étapes du développement de
nouveaux vaisseaux sanguins a partir de vaisseaux préexistants. Ce phénomeéne est impliqué
dans dautres processus physiologiques tel que le développement embryonnaire. Chez
I’adulte, ce mécanisme est peu fréquent (il est observé par exemple au cours du cycle
menstruel chez lafemme), (Goede et al., 1998).

2- L’angiogénese physiologique

Chez I’embryon, |a vascul ogénése correspond ala différenciation a partir du mésoderme des
hémangioblastes en angioblastes sous I’ effet de plusieurs facteurs (FGF2, VEGF-A ...). Ces
angioblastes se différencient en cellules endothéliales (Risau, 1997), qui s assemblent apres
en tube (réseau vasculaire primitif). Cette étape est suivie de I’ angiogénése c'est-a-dire, une

croissance et un remodel age formant un réseau plus complexe.

Chez I'adulte, la formation d'un vaisseau se résume en un seul processus qui est
I’ angiogénese. Elle met en jeu plusieurs types cellulaires et moléculaires. On peut citer parmi
les cellules (Hirschi & D’Amore, 1996) :

- cdlulesendothéliaes: elesinitient I’ angiogénese,
- cdlules péri-endothéliaes : permettent la maturation des vaisseaux,

- celules murales: essentielles pour la stabilisation des vaisseaux, en empéchant la
régression et la rupture des vaisseaux, la migration, la prolifération des cellules

endothéliaes et la stimulation de la production de la matrice extracellulaire.
2-1- Régulation moléculaire de |’ angiogénése

L’ angiogénese est régul ée gréce a un équilibre entre des facteurs qui la favorisent et d’ autres
qui I'inhibent. On peut la présenter sous forme d’ une balance ou, sur un de ses plateaux, on
trouve les facteurs activateurs. Sur |’ autre, on a les facteurs inhibiteurs. Le déséquilibre entre
ces facteurs peut conduire a une angiogénése pathologique telle que la néovascul arisation des
tumeurs. (Folkman, 1995). Ces molécules peuvent étre des cytokines, des chimiokines, des

hormones, des neuropeptides, des protéines de la MEC ou encore des protéases.

Dans le tableau 5, nous résumons les facteurs les plus étudiés qui régulent ce processus.
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Tableau 5 (synthese): Les facteurs pro et anti-angiogéniques.

Facteurs pro- Expression | sofor mes Récepteurs/ligands  Effets
angiogéniques
-cellules -deux types: -migration et prolifération
VEGF cancéreuses VEGF-A VEGFR-1/Fit-aet  descellulesendothéliales
(swaiki 1962 (régulée parles  VEGF-B VERGFR-2/KDR -stimulation des cellules
Shalaby, 1995 MMP) VEGF-C -Récepteur RTK sur  inflammatoires
Carmeliet et al., 1996; VEGF-D les cellules (macrophage/monocyte)
Fong, 1999) PIGF (Placental  engjothdliales
Growth Factor)
-FGFR, sur les -lacicatrisation et le
FGF calules fibroblastes dével oppement
(Partanenctal. 1083;  nécrotiques et 22 membres embryonnaire
Giordano et al., 1996 ; lorsdela Exemples: -recrutement des cellules
Friesel & Maciag, i _ FGFa, FGF b inflammatoires et la
1999) degradation de multiplication des cellules
laMEC endothéliales et leur
organisation en tube.
PDGF PDGF-A - PDGFR, RTK -régule la multiplication, la
(Mannic, 2009 ; cdlules PDGF-B migration cellulaire et la
Benslimane-Ahmim, - PDGF-C formation des vaisseaux
2013) endotheliales PDGF-D ains que leur croissance.
Systéme -ang 1:
angiopoiétine cellules Ang 1(activ) Récepteur : Tie -formation et stabilisation
(Hanahou,1997 ; Mais  endothéliales Ang 2 (inhib) sur les cellules des vaisseaux

onpierre etal., 1997 ;
Witzenbichler etal.,
1998 ;

Ferrara, 1999 ;
Holash etal., 1999 ;
Pepper, 2000 ;
Thurston et al.,
2000 ; Jain, 2003)

-cellules murales

endothéliales

-recrutement des cellules
péricytaires

-ang 2 :

-contréle I’ activité de I’angl
et stimule I’ angiogénése en
activant le VEGF
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2-2- Meécanismes del’angiogénése physiologique

Sous |’effet du VEGF et du NO, les vaisseaux subissent une vasodilatation, ce qui facilite
I’extravasion des protéines plasmatiques et la migration des cellules endothéliales. Le
complexe angl-Tie 2 inhibe la perméabilité ce qui resserre les jonctions cellulaires
(Maisonpierre et al., 1997 ; Gamble et al., 2000). Ang 2 a sont tour, induit le détachement
des cellules musculaires lisses et |e relachement de laMEC. La dégradation de laMEC par les
différents types d’ enzymes est une étape clé dans I’ angiogénese car elle permet la libération
des facteurs encastrés dedans tels que le VEGF et le FGF b. La liaison du VEGF avec son
récepteur entraine la prolifération des cellules endothéliales et leur migration. Ce
chimiotactisme est également assuré par I’angl. Cette derniére induit la maturation et la
stabilisation des vaisseaux (Maisonpierre et al., 1997 ; Suri et al., 1998 ; Ferrara, 1999 ;
Stetler-Stevenson, 1999 ; Gamble et al., 2000 ; Thurston et al., 2000).

L’ étape qui suit est le bourgeonnement. Elle repose sur I'équilibre entre les facteurs
activateurs et inhibiteurs. Les facteurs inhibiteurs comme 1’endostatine, 1’interféron [,
agissent sur les cellules endothéliales en empéchant leur prolifération et leur migration. Ces
dernieres s assemblent en formant un tube et entrent en quiescence. Cela permet I’ acquisition
de la lumiere. Le VEGF et I’angl permettent |’augmentation du diametre du vaisseau. La
formation du réseau endothéiale nécessite sa maturation, son organisation et |’ uniformisation
des capillaires (figure 11). Cela implique un grand nombre de molécules pro-angiogéniques
telles que le VEGF, Tie-1, I'intégrine (Carmeliet et al., 1996; Patan, 1998 ; Carmeliet et
al., 1999).

MR R TR R T TR TR
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1,2 - Reéception stimulus 3 - Protrusion des cellules
- Degradation de la lame basale endotheliales

4 - Migration des C' 5 - Réorganisation des éE en capillaire
- Division des CE en retrait - Reconstitution de la lame basale
(stabilisation de la structure)

Figure 11 : Angiogénese physiologique et formation d’ un nouveau vaisseau (Pelletier, 2011).
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3- L’angiogénese pathologique
3-1- Définition

L’ angiogéneése est fréquemment impliquée dans certaines pathologies a savoir : les maladies
inflammatoires, les maladies de la rétine, la croissance tumorale et le développement des
métastases (Carmeliet & Jain, 2000). L’ angiogénése pathologique différe de I’ angiogénése
physiologique par quelques points. En effet, |’angiogéneése pathologique est activée suite a
une inflammation incontrélée et cela par les cellules de I'immunité innée (macrophages,
plaquettes...). Ces derniéres produisent les différents facteurs pro-angiogéniques (VEGF, b
FGF, PDGF, TNFa...) (figure 12) et dont le role est I'activation des cellules endothéliales
(Couffinhal et al., 1999).

Figure 12 : Mécanismes cellulaire et moléculaire de I’ angiogénese (Pelletier, 2011)
3-2- Angiogénésetumorale

Cette notion a été introduite pour la premiére fois en 1945 ; on proposa que les cellules
tumorales pouvaient induire la croissance de nouveaux vaisseaux au cours de leur
développement. Quelques années plus tard, Folkman proposa que les cellules tumoraes
initient une angiogénese gréce a la production des molécules dites pro-angiogéniques
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« TAFs: Tumor Angiogenic Factors» et qu’en bloquant ces facteurs leur croissance peut étre
stoppée (Kerbel, 2000).

La néovascularisation est nécessaire au développement et la croissance tumorale pour
permettre I’ apport et la diffusion des nutriments et I’ @dimination des déchets. Ce phénomene
appelé « Switch angiogénique» ou « commutation angiogénique» separe deux phases du
développement tumorae ; la premiéere phase dite pré-invasive dans laguelle le diamétre de la
tumeur ne dépasse pas 1-2 mm et la cellule tumorale peut se diviser et/ou mourir par
apoptose. La deuxiéme phase est caractérisée par une vascularisation intense, il en découle

les métastases et |’ invasion tumoral e des autres tissus sains (Papetti & Herman, 2002)

L’inhibition de |'angiogénese entraine I’inhibition de la croissance tumorale et par
conséquent, le nombre de cellules malignes diffusées dans la circulation diminue (Weidner
et al., 1992 ; Zetter, 1998). En d autres termes, la régression des vaisseaux permettrait la
régression de la tumeur. Il faut noter que les tumeurs sont richement vascularisees ce qui leur
coonfére un potentiel métastasique important. La caractéristique de leurs vaisseaux est qu'ils
sont immatures et perméables. |ls ont peu de jonctions intercellulaires et une petite lame
basde (figure 13).

Des études clinques ont montré une corrélation entre la concentration des facteurs
angiogéniques, les métastases et le mauvais pronostic du cancer (cancer rénal, cancer du
sein,...) (Folkman, 1995).

Vaisseaux cancéreux

Tissu normal Tissu cancéreux

Regression
‘:| Traitement des vaisseaux
| | anti-angicgenique /tumnraux

\ "Normalisation™
de la vascularisation
(meilleur apport
des anti-cancéreux,

e . sensibilité accrue
Vascularisation normale Vaisseaux tumoraux & la radiothérapie)

Réseau vasculaire organise, stable Réseau vasculaire désorganisé, instable

Perméabilité contralée Perméabilité accrue
Présence de péricytes quisscents Elévation de la pression interstitielle
Flux sanguin régulé Shunts artério-veneux

Insuffisance de péricytes
Flux sanguin non régule

Figure 13: Vascularisation d’'un tissu sain et d’ un tissu tumoral (Corvol, 2008).
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3-2-1- Réledel’inflammation dans|’angiogénéese tumorale

Par le biais de ces cellules (monocytes et macrophages), I'inflammation contribue a
I’angiogénese, en libérant les cytokines et les chimiokines et la sécrétion des héparinases,
entrainant la migration et |’invasion tumorale (Figure 14) (Mannic, 2009). En plus de leur
réle pro-angiogénique, des chercheurs ont pu mettre en évidence le réle inhibiteur de
I’angiogéneése de certaines cytokines (INFa, IL-4, IL-10, IL-13, TGFp et le TNFa) ( Fajardo,
1992 ; Sgadari, 1996).

Macrophage

Facteurs chémotactiques

®

Tumeur

9

- Activateurs du plasminogéne
- Collagénases
- Héparinases

Figure 14 : implication des cellules inflammatoires dans I’ angiogénese tumorale (M etges et
al., 2005).

3-2-2- Roéle des métalloprotéases dans|’angiogénese

L’ angiogenése peut contribuer ala progression du cancer de différentes fagcons (Robin, 2000).
En effet, la vascularisation de la tumeur est une étape essentielle a son développement. Les
tumeurs sont capables d’ envahir les différents tissus de I’ organisme et former des métastases

en modulant I’ expression des enzymes appel ées les M étalloprotéases Matricielles « MMP ».
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Ces protéases permettant la dégradation de la lame basale de la tumeur, sont capables
d’induire I’ angiogenése tumorale nécessaire pour leur croissance par la libération de facteurs

pro-angiogéniques (VEGF, FGF-2...).
- StructuredesMMPset leur régulation

C’est une famille de 24 protéases dont la premiere a été découverte en 1962 (Roy, 2007).
Elles présentent des homologies structurales. Elles comportent trois domaines: un domaine
catalytiqgue dépendant du zinc et un prodomaine qui est responsable du maintien de la forme
inactive de I’enzyme (figure 15). En effet, ces endopeptidases sont produites sous leur forme
inactive (zymogene) (Birkedal-Hansen et al., 1993). L’acquisition |’ activité enzymatique
nécessite un clivage au niveau du domaine N-terminal inhibiteur (Nagase, 1997). Cela donne
naissance a une molécule active caractérisée par une diminution du poids moléculaire et
I’exposition du site actif. Les MMPs contiennent aussi une région charniére et hemopexine au
niveau de I’extrémité C-terminale, responsable de la spécificité enzymatique (Zuker &
Vacirca, 2004). Selon leurs substrats, les MM Ps sont classees en collagénases, stromélysines,
gélatinases et MM P membranaires (Erankowski et al., 2012).

e Les collagénases: ces enzymes dégradent le collagene. Cette classe comprend la
MMP-1, 13 et 8. Ces enzymes dégradent |e collagéne.

e Lesstromélysines: ces MMPs dégradent les différents composants de la membrane
basale: e collagenetype IV, lafibronectine et |’ élastine. Elle comprend laMMP-3,
10, 7 et 12.

e Lesgdatinases: ony trouve MMP-2 et MMP-9. Ces enzymes possedent plusieurs
substrats (la gélatine, le nidogene et lalaminine)

e MMP membranaires: dégradent le collagene I, Il et |1, la gélatine, |a fibronectine,

lalaminine.

L’ activité des MMPs peut étre inhibée spécifiquement par un autre groupe de molécules :
« TIMPs » ou « Tissue Inhibitors of Metalloproteinases ». Ces inhibiteurs se lient au site actif

de des enzymes et inhiber ains leur activité catalytique (Murphy & Willenbrock, 1995).
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Pro-domaine Site de liaison au zinc

Domaine catalytique RO

Figure 15: Structure de laMMP (Roy, 2007).
4-  Ciblage del’angiogénése danslesthérapies

La compréhension des différents mécanismes cellulaires et moléculaire impliqués dans
I"angiogénése a permis aux chercheurs de développer de nouvelles molécules thérapeutiques

bloquant ces différentes voies. Cela a été réalise par différents moyens.

- Par des anticorps monoclonaux (ACM): ces ACM sont dirigés contre des molécules
ayant un effet activateur de I’ angiogenese ; empéchant ainsi leur liaison avec leurs récepteurs
(ACM anti-VEGF, ACM anti- TNFa...), (Deligne et Telllaud, 2013).

- Par des biomolécules: des équipes de recherche a travers le monde ont testé les effets de
divers produits naturels sur I’ angiogenése et la croissance tumorale in vitro ainsi qu’in vivo.

Parmi ceux-ci on peut citer:

» desextraits de cartilage de requin qui inhibent lesMMPs (Lee & Langer, 1983).

» molécule bioactive isolée de I’ escargot Fulica achatina.

Des chercheurs ont pu isoler a partir d’un escargot terrestre une molécule appelée acharan
sulfate. Ce glycosaminoglycane possede une activité anti-tumorale qui est en relation avec
I"inhibition de I’ angiogénése et I’ inhibition du FGF. Cette molécule a aussi un effet inhibiteur
sur la formation des tubes par les HUVEC (Human Umbilical vein Endothelial cells) in vivo.
(Kimetal., 1996 ; Ghosh et al., 2002 ; Leeet al., 2003 ; Kim et al., 2007.
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1- Geénéralités

1-1- Définition du cancer

Le cancer est un groupe de maladies qui peuvent toucher les deux sexes et n’importe quelle
partie de I’organisme. Dans 184 pays, il existe 28 types de cancer différents. Le cancer se
manifeste lorsque le contrdle qui guide la croissance normale de la cellule est rompu. Il en
résulte une perturbation de |I'homéostasie tissulaire. En effet, toutes les cellules de
mammiferes possedent des systémes régulés qui controlent et surveillent leur multiplication,
différentiation, survie et mort. La cellule cancéreuse quant a elle, elle a subit des mutations au
niveau des genes régulant sa croissance, ce qu'il lui confére quelques caractéristiques qui la
rend différente des cellules normales de I’ organisme (figure 16) (Hueber et al., 1997 ; Evan
& Littlewood, 1998 ; Hanahan & Weinberg, 2000 ; Ghobrial et al., 2005).

1-2- Formation destumeurset I'invasion tumorale

En raison de la prolifération anarchique et incontrélée de la cellule cancéreuse dans son tissu
d’origine, on a une formation d'un amas cellulaire qui devient de plus en plus gros. Cette

masse est appel ée une tumeur primaire (Hanahan & Weinberg, 2000).

A partir de la tumeur primaire, des cellules malignes peuvent se détacher et migrer vers
d’ autres tissus et y forment un foyer tumoral secondaire, ¢’ est ce qu’ on appelle une métastase
(Hanahan & Weinberg, 2000). Ce processus est soutenu par une variété de molécules
produites telles que : les molécules d’ adhésion qui facilite le passage des cellules tumorales a
travers les vaisseaux sanguins et I'invasion des autres organes; des enzymes (MMP-2 et
MMP-9) qui dégradent lalame basale et rend la migration plus facile (voir plusloin) et enfin
des molécules angiogéniques (VEGF) (Deryugina & Quigley, 2005; Schmidmaier &
Baumann, 2008 ; Citak, 2008).
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Potentiel de division infini

Disparition de I'apoptose
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/ métastases
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!

Potentiel de division infini

Activation de I’angiogénése /

Figure 16: Caractéristique d’ une cellule cancéreuse

2- Basesmoléculaires dela cancérogénése

La cancérogénése est un processus évolutif multi-étapes. L’éude des mécanismes de
I’ oncogenése a pu démontrer | hétérogenéité des facteurs moléculaires ainsi que les voies de
signalisation activées par ces différentes molécules.

2-1- Etapesdu développement d’un cancer
Différentes étapes ont été identifiées dans le dével oppement d'un cancer (figure 17).

L’initiation : ¢'est une phase de contact avec |’ agent cancérigene. Dans un premier temps, il
se produit une lésion au niveau de I'ADN de la céllule. La cellule est appelée cellules pré-
néoplasique. Elle ne s est pas encore transformée.

La promotion : au cours de la quelle la cellule se transforme, se développe et prolifere en
formant un groupe de cellules identiques.

Progression : durant cette phase, la cellule devient autonome, elle acquiert les caractéristiques
d'une cellule cancéreuse. Elle se multiplie de facon anarchique, en perdant en partie son
caractere différencié. Cette phase favorise I’ apparition de nouvelles mutations spontanées
dues a des erreurs de réplication de I’ADN. Ce qui entraine une instabilité du génome
(Rando, 2007).
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Figure 17: étapes et stades du cancer (Y okota, 2000)

2-2-  Processusdetransformation tumorale

La transformation tumorale est la capacité de conversion d’'une cellule saine en une cellule
maligne (Monot, 2015). La division céllulaire est contrélée par le cycle cellulaire au cours
duquel, I’ADN altéré se répare et la cellule endommagée est détruite. Le déréglement des
systemes de réparation régit et controle I’avancement du cycle cellulaire. Ces systemes sont

responsables de |a prolifération incontrolée des cellules.

Il existe deux types de modifications conduisant la cellule saine a se transformer.

a Inactivation des génes suppresseurs de tumeurs

La majorité des protéines codées par les genes suppresseurs de tumeurs fonctionnent comme
des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire (Karp, 2010). Il existe environ une
vingtaine de genes, parmi lesguels on trouve la protéine P53. Cette derniere est un régulateur
majeur de |’ apoptose, son role étant le contrdle de I'intégrité de I’ ADN, la réparation et la
régulation du cycle cellulaire. La mutation de la P53 est retrouvée dans 50% des cancers. La
P53 mutée acquiere dautres fonctions telles que I'interaction avec les facteurs de
transcription. Elle a un effet sur I’expression des genes impliqués dans le contréle du cycle
cellulaire et la transduction des signaux de survie qui conduisent & une prolifération

incontrélée et a une résistance al’ apoptose (Y okota, 2000 ; M onot, 2015).

L’ apoptose est I’un des moyens de destruction des cellules qui sont incapables de se diviser
normalement. C’un processus de mort cellulaire hautement régul é. Elle est contrdlée par deux

voies de signalisation (figure 18). L’une fait intervenir des récepteurs de « mort », avec un

33



Revue bibliographique

domaine de mort intracellulaire (Death Domain). La deuxieme voie, régulée par les
protéines de lafamille Bcl-2 qui impliquent le relargage du cytochrome C de la mitochondrie.

Les deux voies aboutissent a I’activation d enzymes protéolytiques appelées CASPASES

(Cysteine Aspartate Specific Proteases) (Krammer, 2000; Roux & Lambert-Comeau
2005).

b- Activation des proto-oncogenes:

Un proto-oncogéne est un géne qui participe a la transformation des cellules lorsqu’il n’est
pas régulé. Il confere & la cellule son autonomie de croissance. Le proto-oncogéne Rasest le
le plus fréquent dans les cancers. La protéine Ras est une protéine qui régule les voies de

contrble de prolifération cellulaire. (Yokota, 2000; Lechat, 2006; Krap, 2010). La
conversion d’'un proto-oncogene en un oncogene est la conséguence

d'une transformation virale,
= dune mutation,
= dunetrandocation,

= duneamplification.
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Figure 18 : Les deux voies apoptotiques ainsi que leurs différents effecteurs (Bruin &
Medema, 2008)
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3- Thérapiesanticancéreuses

Les mécanismes de I’ oncogenése constituent un axe de recherche privilégié dont le but est de
trouver de nouvelles cibles et une meilleure prise en charge thérapeutique. Il existe plusieurs

moyens pour traiter les maladies cancéreuses (Pasquet, 2011).

o La chirurgie: constitue le premier traitement utilise contre les petites tumeurs
solides. Elle consiste en I’ablation de la tumeur et est souvent associée a d'autres
thérapies.

o La radiothérapie: €elle est basée sur I'ionisation et agit locaement. Cest une
aternative alachirurgie.

o L’hormonothérapie: comme son nom I'indique, cette thérapie est dépendante des
hormones, son objectif est I'arrét de la production d’une hormone donnée. Elle est
efficace contre certains cancers, tels que le cancer du sein et de la prostate.

o L’ immunothérapie: approches thérapeutiques en cours de développement, elle
utilise comme cible le systéme immunitaire de I’ héte en contrdlant sa prolifération et
ses mécanismes. On y trouve les anticorps monoclonaux (tableau 6) et les cytokines
(INF, IL...)

o La chimiothérapie: le but de cette thérapie est le blocage de la prolifération et la
diminution de la taille de la tumeur. Elle prévient aussi la formation de foyers

secondaires.

Malheureusement, la chimiothérapie ainsi que la radiothérapie peuvent avoir des effets

toxiques sur les cellules saines.

Tableau 6 : Quelques anticorps monoclonaux a usage thérapeutique en oncologie (Deligne &
Telllaud, 2013).

Non del’anticorps Cible Indication

Rituximab (Mabthera®) CD20 LNH : lymphome non hodgkinien
Trastuzumab HER2/neu Cancer du sein

(Herceptine®)

Bévacizumab (Avastin®) VEGF-A Cancer colorectal

Cétuximab (Erbitux®) EGF-R Cancers de latéte et du cou
Pertuzumab (Perjeta®) HER2/neu Cancer du sein
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4-  Ciblesdesthérapies anticancéreuses

Parmi les cibles des thérapies utilisées dans |e domaine de cancérologie, nous avons :

> L’ADN : il congtitue la principale cible des traitements. Les mol écul es anticancéreuses
agissent soit par interaction par liaison al’ ADN comme les agents alkylants ou bien par
interaction avec le systéme de réparation comme les inhibiteurs de la topo-isomérase
(Pasquet, 2011).

> Lefuseau mitotique : les molécules anticancéreuses perturbent saformation afin
d’empécher ladivision cellulaire (Pasquet, 2011).

Il existe d’ autres types de cibles thérapeutiques telles que : le cycle cellulaire, des inhibiteurs

enzymatiques, des antimétabolites... (Figure 19).
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Figure 19 : Quelques cibles dans la thérapie anticancéreuses (1).

GF: Growth Factor = Facteur de croissance, GFR: Growth Factor Receptor = Récepteur du
Facteur de croissance, PK: Proténe Kinase
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Matériels et Méthodes

Chapitre 1 : Extraction et étude physico-chimique des extraits d’Helix aspersa
1-1- Matérid biologique
L’ escargot Helix aspersa :

Helix aspersa a été récolté pendant la saison de printemps dans différentes régions de I’ Est
Algérien. L’animal a été maintenu dans des bacs en plastique au laboratoire a température

ambiante (25£1°C). Il a été nourrit de laitue, de concombre et de carotte.
1-2- Préparation del’homogénat d'Helix aspersa

Le gastéropode Helix aspersa est dépouillé de sa coquille, sa masse viscérale est éliminée, le
pied avec la téte est récupéré, broyé et homogénéise al’aide d’ un homogénéiseur (DAIHAN
scientific-HG15A090331601) a une vitesse de 20 t/min pendant 20min. Une partie de
I"homogénat obtenue est pesée et congelée avant sont utilisation pour I’ évaluation de I’ effet
protecteur de la chair descargot contre |’hépatotoxicité induite par un médicament
immunosuppresseur. L’autre partie est lyophilisée a I’aide d' un lyophilisateur (Labconco,

France) et conservée a sec. Elle est utilisée dans la préparation des extraits.
1-3- Préparation des extraits aqueux, hydroalcoolique et organique

Les trois extraits sont préparés a partir de I’ homogénat Iyophilisé de la chair d’Helix aspersa,
selon la méthode de EI-Wahidi et al. (2011) avec quelques modifications. En effet, le
lyophilisat est extrait trois fois par un volume d'eau distillée stérile, filtré sur Blchner, les
trois filtrats obtenus sont réunis et constituent I’ extrait agueux (EA). EA est congelé a-30° C.
Le culot obtenu de la filtration est extrait une fois par de |’ éthanol a 80 %, puis deux fois par
I"éthanol absolu et filtré sur Blichner. Les trois filtrats sont réunis et évaporés sous vide a
I’ aide d’un évaporateur rotatif (Buchi) jusqu’alafin de distillation de I’ éhanol. La suspension
est gjustée par de I’ eau distillée a 50ml puis extraite trois fois avec 50 ml de dichlorométhane
(BIOCHEM, Chemopharma). Les deux phases, aqueuse et organique, sont séparées a |’aide
d'une ampoule a décompter. La phase aqueuse est congelée et constitue |’ extrait
hydroalcoolique (EH). Le dichlorométhane est évaporé de la phase organique. Le produit
obtenu constitue |’ extrait organique (EO). Ce protocole d extraction est récapitulé dans la
figure 20. Par la suite, les effets anti-inflammatoire (in vivo), anti-tumoral et anti-

angiogénique (in vitro) destrois extraits EA, EH et EO sont évalués.
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Homogénat lyophilisé d’Helix aspersa (90g)

Extrait 3 foispar I'eau distillée
Filtration Bichner

Culots | Filtrats

Extraction 3 foisal’éthanol une

nuit .
Filtration Buchner l‘ L extrait aqueux (EA) D

Filtrats

Evaporation del’ éthanol a 40°C.
Ajouter del’eau distillée.

Extraction 3 foisau dichlor ométhane.
Sépar ation avec I’ampoule a décanter.

Phase aqueuse Phase organique

L’extrait hydroalcoolique (EH)
l L’extrait organique (EO)

Evaporation du dichlorométhane.

Figure 20 : Protocole d extraction adopté pour |’ escargot Helix aspersa
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1-4- Test de quelques molécules chimiques

Dans la procédure d'extraction, nous avons utilise trois types de solvants a différentes
polarités, ce qui permet d extraire des molécules de polarité différente. L’extrait aqueux
contient des molécules trés polaires, I’ extrait hydroalcoolique contient des molécules peu
polaires. En revanche, I'extrait organique contient des molécules non polaires. Afin
d’identifier les différentes substances chimiques présentes dans la chair homogénéisée ainsi
gue dans les différents extraits de I’ escargot Helix aspersa, nous avons réalisé un screening

chimique.

1-4-1- Dosage des protéinestotales dansles deux extraits aqueux et hydroalcoolique

- Principe
Les protéines sont dosees selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur
un dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu de Coomassie a A= 595
nm, aprés complexation avec les résidus hydrophobes des acides aminés ainsi que les acides
aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine), présents dans I’ échantillon. Le
changement d'absorbance est proportionnel ala concentration en protéines dans I'échantillon.

- Protocole
On goute 5 ml du réactif Bradford (annexe 1), a 100 yuL de chague extrait avec une
concentration de 1mg/mL, dilué dans du un tampon du NaCl (0.15 M). Le mélange est
vortex¢ puis la densité optique est mesurée a A=595 nm aprés deux minutes d’incubation a
I’aide d’un spectrophotometre (JENWAY, 7305) contre un blanc qui contient 100 uL de
tampon et 5 mL du réactif Bradford. Une courbe étalon est réalisée avec une solution de BSA
(Sérum Albumine Bovine, Sigma) a différentes concentration (10-100 pg) diluée dans le

méme tampon (figure 56, annexe 3).

1-4-2- Estimation des protéines des extraits aqueux et hydroalcoolique sur gel de
polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

Afin d'estimer la présence des protéines dans les extraits aqueux et hydroalcoolique, une

électrophorése est réalisée en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide en présence

de SDS (le dodécylsulfate de sodium « SDS »), (Laemmli, 1970). Les échantillons proté ques

sont mis en contact d’ un détergent anionique (SDS) et d'un agent réducteur chargé de rompre

les liaisons disulfure (le 2-mercaptoéthanol). Les polypeptides sont dans ce cas dénatutés, ce
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qui permet lafixation du SDS et acquiérent alors une charge négative et ne seront séparés que

suivant leur taille dans un gel de porosité appropriée.

& Dans!’ extrait aqueux
Les échantillons a analyser sont réduits puis chauffés a 100°C pendant 5min, puis 20 uL de
I’ échantillon sont chargés dans les puits du gel de polyacrylamide. Apres électrophorése, le
gel est coloré par une solution de bleu de Coomassie (Coomassie brilliant blue R-250, sigma),
puis décoloré avec une solution d’ acide acétique glacial et de méthanol. Le gel est finalement
lavé abondamment al’ eau.

b- Dans! extrait hydroalcoolique
Un SDS-PAGE de I’ extrait hydroal coolique est réalisé en conditions dénaturantes sur gel de
polyacrylamide pré-coulé avec un gradient de 8-18% en acrylamide (ExcelGdl, 245 x 110 x
0,5 mm, gradient 8-18 % en acrylamide, GE Healthcare). La migration électrophorétique est
effectuée pendant 80 min ( 600 V, 50 mA, 35 W) a 15,0 = 0,1° C, dans un systeme
d’ électrophorése horizontal (modele Multiohore 11 de chez GE Healthcare), équipé d’'un

générateur de courent et couplé aun cryostat (modéle Julabo F12).

L’ échantillon a analyser est réduit puis chauffé a 100°C pendant 5min. 20 pL de I’ échantillon
sont chargés dans les puits du gel. Apres la migration, le gel est ensuite coloré au nitrate
d argent (Dodeca™ silver stain kit, Biorad). Un kit de marqueurs moléculaire est utilisé (Bio-
Rad, PM compris entre 14,5 et 66,2 kDa).

1-4-3- Dosage des polyphénolstotaux danslestrois extraits: aqueux, hydroalcoolique et
organique

- Principe
Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par une méthode a base de Folin Ciocalteu
élaborée par Vermerris & Nicholson 2006, ce réactif étant constitué d'un mélange d’ acide
phosphotungstiques et d’acide phosphomolybdique. Il est réduit lors de I’oxydation des
phénols en un mélange de tungstene et de molybdéne. La coloration produite est
proportionnelle a la concentration en polyphénols présents dans les extraits. Le maximum
d’absorption est situé entre A=700 et A=750 nm (Ardestani & Y azdanparast, 2007)

- Protocole
Un volume de chague extrait (0,1 mL) avec une concentration de 1 mg/ml, est mélangé avec 2

mL d’une solution de carbonate de sodium a 2 % (m/v). Les tubes sont vortexés puis incubés
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5 min atempérature ambiante. 100 pL de réactif Folin Ciocalteu (SIGMA, Life Sciences) sont
additionnés au mélange puis ré-incubé 30 min a température ambiante a |’ abri de la lumiere.
La DO est mesur¢ a A=700 nm contre un blanc qui contient 500 puL d’eau distillée, 1 mL de
Folin et 5 mL de NaCOs. Une courbe d’ étalonnage est préparée dans les mémes conditions

en utilisant I’ acide gallique a diff érentes concentrations (figure 57, annexe 3).
1-4-4- Mise en évidence desflavonoides (Bouquet, 1972)
- Principe

En présence de NaOH (1N), de HCI concentré et des coupeaux de cations magnésium, les
flavonoides donnent un changement de coloration de I’ échantillon.

- Protocole

Cing g de I’"homogénat Iyophilisé de I’ escargot Helix aspersa est resuspendu dans 50 mL
d eau distillée stérile. Le mélange est soumis a une agitation pendant 30 min. L’ extrait obtenu

est filtré sur papier filtre. Lefiltrat est réparti en trois tubes, chaque tube contient :
Tubel: 6 mL defiltrat + 1 mL d eau distillée (témoain).

Tube 2 : 6 mL defiltrat + 1 mL de NaOH (1N).

Tube 3: 6 mL defiltrat + 1 M| de HCl concentré + des coupeaux de Mg*".

1-4-5- Mise en évidence de [I'activité hémagglutinante des extraits aqueux et
hydroalcoolique
- Principe

C'est un test trés simple et largement utilisé (Goldstein et al., 1980 ; Rudiger, 1993). Il est
basé sur la liaison des protéines hémagglutinantes a des érythrocytes. Ce test repose sur

I'observation de I’ agglutination visible al’ eeil nu (figure 21).

Figure 21: Test d’ hémagglutination sur microplague de titration.
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- Protocole:

L’ activité hémaggl utinante des deux extraits EA et EH a été réalisée dans des microplagques a
fond rond. Chaque puits contient 100 uL de chaque extrait a laguelle nous avons raouté 50
ML de la suspension érythrocytaire a 4% en solution saline. La microplague est agitée puis
incubée pendant 45 min a37 ° C.
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Chapitre 2: Evaluation in vivo de I'effet protecteur de I’homogénat d’'Helix aspersa

contre |’ hépatotoxicitéinduite par la cyclosporine A

2-1- Matéridsutilisés

a- Matériel biologique

Des rats males de souche Wistar (poids vif entre 80 et 150 g), ont été utilisés lors de I’ éude in
vivo. Ces animaux proviennent de I’ animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la
Vie al’Université des Fréres Mentouri de Constantine. Ils avaient acces libre a |’ eau potable

et al’aimentation standard.
b- Matérid chimique

Cyclosporine (Sandimmun (100mg/mL CsA Solution), Novartis Neoral ®, Huningue,
France) est un médicament immunosuppresseur utilise pour prévenir le rejet de greffes chez

les patients greffés.
2-2-  Protocole expérimental

Dans le but d évaluer I’ effet protecteur de la chair de I’ escargot Helix aspersa, nous avons
utilisé un meédicament immunosuppresseur connu pour son effet hépatotoxique. Le protocole
a éé rédise selon la méhode d' Erardan et al. (2010) avec quelques modifications.
L’ expérience a porté sur 20 rats males répartis en 4 lots de 5 rats chacun.

Lot T : le groupe témoin arecu par voie orale du NaCl stérile 0.9% (m/v), pendant 22

jours.

e Lot C: lesrats sont traités par voie orale par la cyclosporine A seul. La durée du
traitement est répartie en deux périodes: les animaux ont recu une dose de 20mg/kg
pendant les 14 premiers jours du traitement et une dose de 60mg/kg, pendant les 8 jours
suivants.

e Lot CH : Lesanimaux sont traités avec la cyclosporine en association avec I’ homogénat
d’ Helix aspersa. Le traitement est réparti en deux périodes. Chague rat a regu une dose de
20mg/kg de cyclosporine accompagnée de 100mg d’ homogénat, pendant les 14 premiers
jours du traitement et une dose de 60mg/kg, avec 200 mg pendant les 8 jours suivants.

e Lot H: ce groupe est traité avec |’'homogénat d'Helix aspersa seul par voie orale, en

deux périodes aussi : durant les premiers 14 jours, chaque rat a regu une dose de 100mg
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d’homogénat par kg, ensuite ils ont recu 200 mg d’homogénat pendant les 8 derniers

jours.

A la fin des expériences, les animaux sont anesthésiés au chloroforme. Un prélevement
sanguin est réalisé a partir du sinus rétro-orbital au niveau de I’ ceil, sur deux tubes: un tube
EDTA pour la réalisation des frottis sanguins périphériques et le comptage des différentes
populations sanguines (a |’ aide d’un appareil Mindray BC-2800) et un tube héparine-lithium
pour récupérer le plasma qui est utilisé pour les analyses biochimiques. Le sang est
immédiatement centrifugé (centrifugeuse : Hettich, EBA 8S), a 2000 x g pendant 10 minutes
a température ambiante. La moelle osseuse est également prélevée sur I’animal anesthésié au
niveau de |’ épiphyse (fémur) pour réaliser les frottis médullaires. Le foie est préleve, lave et
conserveé a-30° C pour I’ éude biochimique.

Les frottis périphériques et médullaires sont colorés par la technique de May-Grunwald et
Giemsa (Annexe 1). L’ observation des lames ains que la prise des photos sont réalisées a
I’aide d'un microscope optigue OPTECH couplé a une caméra (canon-DS126181) au

laboratoire d' anal yses biologiques, Faculté SNV, Constantine.

2-3- Etude biochimique

2-3-1- Homogénésation du foie

La fraction cytosolique est préparée comme suit : 1 g de foie est homogénéisé dans 3 mL de
tampon phosphate contenant 1,17 M de KCI al’aide d'un homogénéiseur. L’ homogeénat est
centrifugé a 2000 g durant 15 min a 4 °C puis a 9000 g durant 30 minutes (centrifugeuse
SIGMA, 3K30). Le surnageant obtenu est utilisé pour |’évaluation du malondialdéhyde
(MDA), de I’ activité enzymatique de la catalase ainsi que dans le dosage du glutathion réduit
(GSH).

2-3-2- Dosagedestransaminases: ASAT (GTO) et ALAT (TGP)
Nous avons utilisé pour ce dosage des Kits commerciaux (Quimica Clinica Aplicada S.A,
Spain) avec un automate (Beckman coulter CX9 PRO) a A=(334-365) nm.

2-3-3- Dosagedu MDA

La peroxydation lipidique dans le foie est évaluée par le dosage de (MDA) réalisé selon la
méthode d'Ohkawa et al. (1979). Le MDA est I'un des produits terminaux de la
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décomposition des acides gras polyinsaturés sous I’ effet des radicaux libres libérés au cours

du stress oxydatif.
- Principe

Le MDA est dose dans le foie par la méthode colorimétrique qui utilise I’acide
thiobarbiturique (TBA). C’ est une méthode trés sensible car elle permet de détecter de faibles
guantités de MDA libre. En milieu acide et a chaud (pH 2 a 3, 100 °C), une molécule de
MDA est condensée avec deux molécules de TBA ce qui entraine la formation d'un
chromogéne de couleur rouge dont I’ absorption maximale est comprise entre A=312 et A=535

nm. Le principe de cette méthode est résumeé dans lafigure 22.

o o 2
oH
iz o ndizlde hyde Arzide thiobarbitungue
(DA (TEA)
s\(m OH  HO NYSH
M //’N
aH 2H

Dériwg WDA-(TBA)z

Figure 22: Réaction du malondialdéhyde avec I'acide thiobarbiturique (L efévre et al.; 1998).
- Extraction et dosage du MDA

Le milieu réactionnél contient 0,2 mL de la fraction cytosolique obtenue, 0,2 mL de solution
SDS (8,1%), 1,58mL d'acide acétique a 20% (pH 3,5) et 1,5 mL de TBA « acide
thiobarbiturique » (0,8%). Le volume final du milieu réactionnel est gjusté a 4 mL avec de
I’eau distillée. Le mélange est chauffé a 95 °C pendant 60 min, refroidi puis 1 mL d’eau
digtillée et 5 mL de n-butanol-pyridine sont gjoutés au milieu réactionnel. Les tubes sont
agités puis centrifugés a 5000 g pendant 10 min (centrifugeuse SIGMA, 3K30). L’ absorbance
du surnageant est déterminée au spectrophotometre a A=532 nm. La concentration du MDA
est déduite a partir d’une courbe éaon établie dans les mémes conditions avec une solution
mere de TEP (1, 1, 3,3-Tetraethoxypropane), (figure 58, annexe 3). La concentration du MDA
est exprimée en nmoL/gramme de foie.
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2-3-4- Evaluation del’activité enzymatique de la catalase
-Principe

L’ activité enzymatique de |la catalase est déterminée selon la méthode de Clairborne, (1985)
avec quelques modifications. Le principe est basé sur la dismutation du peroxyde d’ hydrogene
(H202 en eau liquide et en dioxygéne gazeux en présence de la catalase a 25 C° selon la
réaction suivante :

Catalase
2“1{}1 | 2”10+02

-Protocole

Le méange est congtitué de 1 mL de tampon phosphate (KH,PQO,4, 0,1 M, pH 7,2), 0,975 mL
de H,0, (SIGMA-Aldrich, USA) fraichement préparé (0,091 M) et de 0,025 mL de lafraction
cytosolique. L’absorbance est mesurée a A=240 nm chaque minute pendant 2 min. L’activité
enzymatique est calculée selon la formule ci-dessous et exprimeée en unité internationale par

minute par gramme de protéines (Ul / min.g de proténes).

Ul/g= (2.3033/T) x (logA,/A;) /g de protéine.

A1l : absorbance alapremiere minute. A2 : absorbance ala deuxiéme minute. T : intervalle de

temps en minute.

2-3-5- Dosage du glutathion réduit

-Principe

Le dosage du GSH est réalisé selon la méthode colorimétrique de Beutler et al. (1963) avec
guelques modifications. Le principe est basé sur laréaction d’ oxydation du GSH par |’ acide 5,
5- Dithiobis 2-nitrobenzoique (DTNB) libérant ainsi I’acide thionitrobenzoique (TNB)

absorbant a A=412 nm.
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-Protocole

Pour ce dosage, 1 mLde cytosol est mélangé avec 1 mL de TCA (BIOCHEM, chemopharma)
a 10 % puis centrifugé a 1000 x g pendant 10 min & 4 °C. 2 mL de tampon phosphate
(NagHPO,, 0,3 M) et 250 pL de DTNB (0,001 M) sont additionnées a 500 pL du surnageant
obtenu apres la centrifugation. L’absorbance est mesurée a A=412 nm contre un blanc préparé
dans les mémes conditions avec le TCA 5 %. Les concentrations sont exprimées en nmol/g de
foie. Une courbe éalon a été éablie dans les mémes conditions avec le L-glutathion réduit
(SIGMA-ALDRICH), afin de déduire la concentration du GSH, dans les différents lots traités
(figure 59, annexe 3).
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Chapitre 3: Evaluation in vivo de |’effet anti-inflammatoire des trois extraits aqueux,

hydroalcoolique et organique (modele pulmonaire derat)

3-1- Matéridsutilisés

a- Matériel biologique

Des rates femelles de souche Wistar (poids vif entre 80 et 120g), ont éte utilisées lors de cette
étude. Ces animaux proviennent de |’ animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et de
la Vie, Université des Fréres Mentouri de Constantine. Elles avaient acces libre a I’ eau
potable et al’ alimentation standard.

b- Matérielschimiques

Séphadex G-200 : (Sephadex G-200 Superfine, Pharmacia). Il est constitué d' un polymeére de
dextran (figure 23).

—F—ocH, 7
0,
OH
HO O——CH,
OH Q Dextran
OH
- CH, HO o
Q, o]
OH 1-3 branching
HO o] CH,
OH 0,
HO O ——CH,
OH
OH
HO 0 ——CH,
OH 0,
OH
HO o
L o dp

Figure 23: Structure du Séphadex (Evaldsson et al., 2011)
Médicament anti-inflammatoire non stéroidien (AINS)

Le médicament anti-inflammatoire utilisé est le xydol (Ibuprofene, 200mg- MERINAL). C'est
un AINS non sélectif de la COX appartenant alafamille de I’ acide arylpropionique ( I'acide
alpha-méthyl-[4-(2-méthyl propyl)phényl]propanoique), exercant un effet sur ['acide

arachidonique.
3-2- Induction del’inflammation pulmonaire

Afin d' évaluer |’ effet anti-inflammatoire des extraits EA, EH et EO du gastéropode terrestre
Helix aspersa, un modéle d’inflammation aigue pulmonaire induit par le Sephadex G-200
chez le rat, a été utilisé selon le protocole décrit par Evaldsson et al. (2011) avec quelques

modifications. Trente rates ont été réparties en 6 groupes de 5 rates.
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L’induction de I'inflammation a été réalisée par ingtillation intra-trachéale (figure 24) de 1
mL d'une solution de Séphadex (5mg/mL/kg), chez la rate anesthésiée au chloroforme,
préparée 12-24h avant I’ingtillation dans une solution physiologique stérile. Une demi-heure
apres I'ingtillation, les rates recoivent un volume de 1mL de chague extrait par voie intra-

péritonéale. Le traitement des différents groupes est comme suit :

e Lot T (contrdle) arecu une solution stérile de NaCl 0.9 % (m/v) par instillation intra-
trachéal e effectuée avec une seringue stérile.

e Lot Sx arecu 1mL delasolution de Séphadex (5mg/mL/kg) seul dans latrachée.

e Lot Slbu arecu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et une dose de
30mg/kg de poids corporel d’un anti-inflammatoire non stéroidien par voie orale.

e Lot SEA a recu la solution de Séphadex par ingtillation intratrachéale et 1 mL de
I’ extrait aqueux a une concentration de 1Img/mL par voie intra-péritonéae, une demi-
heure apres I’ ingtillation du Séphadex.

e Lot SEH a recu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et 1 mL de
I’extrait hydroalcooligue a une concentration de 1mg/mL par voie intra-péritonéae
une demi-heure aprés I’ instillation du Séphadex.

e Lot SEOa recu la solution de Séphadex par ingtillation intratrachéale et 1 mL de
I’extrait organique a une concentration de 1mg/mL par voie intra-péritonéale une

demi-heure apres |’ ingtillation du Séphadex.

Vingt quatre heures aprés I'ingtillation et apres une anesthésie au chloroforme, un
prélevement sanguin sur un tube EDTA est réaisé a partir du sinus caverneux, pour le

comptage des leucocytes totaux.

4 )

intratrachesl i

Figure 24: Schémareprésentant la méthode de I’ instillation intra-trachéale.

49



Matériels et Méthodes

Un lavage pulmonaire a été réalise (24h apres I’instillation) avec I'injection de 1mL d’ une
solution physiologique stérile dans la trachée afin de prélever le liquide broncho-alvéolaire
(BALF: Broncho-Alvéolar Lavage Fluid).

Le liquide est récupéré dans des tubes eppendorfs de 2 mL puis centrifugé a 400 g pendant 5
min a4 °C. Les surnageants sont congelés a —30°C, les culots cellulaires ont été re-suspendus
dans 1 mL de solution physiologique puis dilués pour le comptage des leucocytes. Aprés le
lavage, les poumons ont été préleves, pesés, lavés et fixés dans du formol a4 % pour la

réalisation des coupes histol ogiques.

Les coupes histologiques ont été colorées a |”hématoxyline-éosine puis observées par un

photo-microscope OPTECH couplé a une caméra (canon-DS126181).

3-3- Dosagedel’activité myéloper oxydase (MPO) dansle BALF

La MPO est une enzyme contenue dans les polynucléaires neutrophiles présents dans le
parenchyme pulmonaire et le BALF. Le dosage de |’ activité MPO est un facteur permettant
de valider I'inflammation pulmonaire. Le dosage de la MPO dans le BALF est effectué selon
la méthode Bradly et al. (1982), avec quelques modifications : nous avons mélangé 100 uL
de BALF avec 100 pL de tampon potassium phosphate (50 mM, pH 6,0) contenant 0,5%
(m/v) de HTAB (Hexadecyltrimethylammonium bromide de Sigma- Life Sciences).

Le mélange obtenu est congelé-décongelé dans I'azote liquide puis broyé par vibrations
ultrasoniques al’aide d’un Vibra Cell TM 75043 (Bioblock Scientific, 750W puissance max)
durant 3 cycles. L’ homogénat obtenu est centrifugé pendant 15 min a 40 000 x g a 4°C. 100
ML de surnageant sont mélangé avec 2,9 mL de tampon phosphate (50 mM, pH 6,0) qui
contient : 0,167 mg/mL d O-dianisidine dihydrochloride (Sigma-Aldrich) et 0,0005 % de

peroxyde d’ hydrogene (H2O;). L’absorbance est mesurée a A= 460 nm.

3-4- Dosagedesprotéinestotalesdansle BALF
Les protéines totales ont éé mesurées selon laméthode Bradford décrite précédemment.
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Chapitre 4: Evaluation de I|'effet anti-tumoral in vitro des extraits aqueux,

hydroalcoolique et organique

Dans le but dexplorer davantage nos extraits et apprécier leur effet anti-métastasique

probable, nous avons choisi pour cette partie deux types de cellules:

e des cellules adhérentes matricielles normales et tumorales,
e descellules non adhérentes.
4-1- Matériesutilisés

4-1-1- Leslignéescellulaires

Les lignées cellulaires utilisées dans |’ étude in vitro ains que leurs caractéristiques sont

représentées dans le tableau 7.
Lignéesliquide HUT-78 et SeAx

Ces deux lignées tumorales ont été gracieusement offertes par le Dr Michel L (INSERM S
976, France) au laboratoire de dermatologie (Faculté de Médecine-Université de Reims-

Champagne Ardenne URCA, France).
Lignées adhérentes LLC-Mk2, Huh7, A549, K562

Les lignées cellulaires LLC-MK?2, Huh7, A549 et K562 appartiennent et ont été utilisées a
I’ Unité de Chimie des protéines (Faculté de M édecine, ULB, Bruxelles, Belgique).

4-1-2- Lesmilieux de culture

Dans nos expériences in vitro, nous avons utilisé deux types de milieux de cultures:
e lemilieu de culture RPMI 1640 (Gigbo, USA) utilisé pour les lignées cellulaires non
adhérentes (liquides) : HUT-78, SeAx et K562,
e lemilieu de culture DMEM (Gibco, UK) utilisé pour les lignées cellulaires adhérentes
(matricielles) : MK2, A549 et Huh?.

4-1-3- Cytokines

e CXCL10: Recombinant Human CXCL10/IP-10 (Protein-RandD systems-266-IP).
e |L-17: Recombinant Human IL-17/IL-17A-(RandD systems-317-ILB).
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4-1-4- Autres produits

e FBS: Serum Bovine Feetal (Gibco-10270-106 by Thermo).

e Bleu detrypan (0,4%, Gibco-15250061- ThermoFisher SCIENTIFIC).

e Hoechst 33342: Trihydrochloride, Trihydrate, 10 mg/mL Solution in Water-molecular
probes, H3570).

e MTT: SigmaALDRICH, USA

Tableau 7 : Lignées cellulaires utilisées dans notre étude et leurs caractéristiques (2)

Lignée espece Propriétés Typecdlulaire- Pathologie
cellulaire tissu
LLC-MK2 Macaca mulatta, adhérentes Cellules
monkey, rhesus épithélidesrein
A549 adhérentes Cellules carcinome
Homo sapiens, épithéliaes-
human poumon
HUH7 Homo sapiens, adhérentes hépatocytes carcinome
human
K562 Homo sapiens, suspension Lymphoblaste- Leucémie
human moelle osseuse myéloide
chronique
Hut-78 Homo sapiens, suspension Lymphocyte T de Lymphome
human la peau cutané-Syndrome
Sézary
SeAx Homo sapiens, suspension Lymphome
human cutané-Syndrome
Sézary
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4-2- Evaluation de I’ effet antitumoral des extraits aqueux et hydroalcoolique contre
des lignées tumor ales de lymphomes cutanés: Hut-78 et SeAx (Mebirouk et al.,
2016)
4-2-1- Culturecelulaire
HUT-78 et SeAx sont des cellules T de lymphome cutané (CTLC). Les deux lignées
tumorales ont été maintenues dans le milieu de culture RPMI 1640, suppl GlutaMAX (Gibco-
61870044), supplémenté avec 10% de sérum de veau feetal décomplémenté a 56°C pendant
30 min et 1% d'antibiotiques (pénicilline et streptomycine). Toutes les lignées cellulaires ont
été cultivées dans des plaques de culture de 24 puits a 37°C dans une atmosphére humidifiée

avec 5% de Co,, avec et concentration de 2 x 10° cellules/mL.
4-2-2- Test detoxicitéin vitro

Le test de cytotoxicité a été réalisé pour vérifier la capacité des deux extraits EA et EH atuer
les cellules cancéreuses. Afin d’évaluer le nombre des cellules mortes, ces derniéres ont été
colorées avec le bleu de trypan (0,2%) et comptées a I’aide d’un hématimetre. Les cellules
colorées en bleues sont considérées non viables.

Le test de viabilité a été effectué comme suit : 250 L de la suspension cellulaire des deux
lignées tumorales avec une concentration de 2 millions cellules/ M| ont été incubées pendant
24 h avec les extrais EA et EH a différentes concentrations (1 pg/mL, 5 pg/mL, 10 pg/mL et
50 pg/mL), lyophilisés et resuspendus dans le milieu de culture RPMI et dans une solution
PBS respectivement. Les extraits ont é&té filtrés préalablement sur un filtre de 0,2 um. Aprés
24 h d'incubation, nous avons récupéré 90 L de chaque puits auquel on a gouté 10 puL de
bleu de trypan a une concentration de 0,2%. Aprés 2 min, le nombre de cellules totales ainsi
gue les cellules colorées en bleu a éé compté, pour déterminer le pourcentage de mortalité
cellulaire dans chague condition en utilisant laformule suivante :

Nombre de cellules bleues

% de mort cellulaire = x 100
Nombre de cellules totales
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4-2-3- Evaluation de la condensation de chromatine et la fragmentation

nucléaire par letest Hoechst

Afin de déterminer le type de mort cellulaire induite par EA dans les cellules cancéreuses, un
test a été réalise. Les cellules incubées avec | extrait aqueux ont été colorées avec le colorant
nucléaire appelé: hoechst 33342. C'est un fluorochrome qui se lie préférentiellement aux
bases azotées A et T ; il permet de mettre en évidence la condensation de la chromatine et la

fragmentation nucléaire qui caractérisent les cellules apoptotiques.
Laméthode de coloration est la suivante :

- apres 24 h d’'incubation des deux lignées Hut-78 et SeAx avec |’ extrait agueux a 50
pMg/mL, 100 pL de chague puits sont récupéreés, centrifugés a 800 rpm pendant 10 min,

- leculot cellulaire est resuspendu dans 100 pL du réactifs Hoechst dilué (1:50 dans le
milieu de culture RPMI 1640 avec 1% (m/v) d’ antibiotiques),

- les noyaux cdlulaires sont observés al’aide d'un microscope a fluorescence couplé a

une caméra et un ordinateur (Leica DM 2500).

4-3- Evaluation de I'activité anti-proliférative des extraits hydroalcoolique et
organique contre des lignées cellulaires normale et cancéreuses (MK 2, A549,
Huh7 et K562)

Les deux extraits hydroalcoolique et organique sont testés pour leur effet anti-tumoral.
L’extrait agueux a été fractionné et testé pour son activité anti-tumorale contre les mémes
lignées cellulaires.

4-3-1- Culturecelulaire

Les lignées cellulaires ont été cultivées a 37°C, sous une atmosphere contenant 5% de CO, et
saturée en eau, dans des plaques de culture de 96 puits. Les milieux de culture utilisés sont le
RPMI 1640 pour la lignée tumorale liquide K562 et DMEM pour les lignées matricielles
MK2, A549 et HuH7. Les milieux sont enrichis avec 20% (v/v) de FBSet 1% (m/v)
d’ antibiotiques (Pénicilline et streptomycine). Le sérum a été préalablement décomplémenté
pendant 1h a56°C.
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4-3-2- Test MTT
-Principe

La croissance cellulaire globale a été évaluée in vitro, au moyen du test colorimétrique MTT
(3[4,5-diméthylthiazol-2yl] -bromure de diphenyltétrazolium). C'est un test mesurant la
croissance d’'une population cellulaire. Ce test d’ évaluation de la prolifération cellulaire est
basé sur la capacité des cellules vivantes a réduire le MTT, de couleur jaune, en son
métabolite |e bleu de formazan (de couleur violette). Le nombre de cellules vivantes aprés 72
h dincubation est proportionned a I'intensité de la coloration violette mesurée

quantitativement par spectrophotométrie a A=570 nm.

-Protocole
Nous avons utiliseé dans cette étude trois lignées matricielles; une lignée normale non
cancéreuse (MK ?2), deux lignées tumorales adhérentes (Huh7 et A549) et une lignée tumorale
liquide (K562). Les lignées cellulaires ont été incubées pendant 24 h dans des plaques de 96
puits avec les deux extraits hydroalcoolique et organique. Les microplaques sont incubées
pendant 24h dans un incubateur (Hera cell, ThermoFisher scientific) a 37°C dans une
atmosphere saturée en eau et contenant 5 % de CO,. La densité optique est mesurée en
utilisant un lecteur de microplague (Molecular Devices Optimax) couplé a un ordinateur, a
A= 570 nm. Chaque condition expérimentale a été analysée en quadruplicate.

- Lignéestumorales adhérentes :
Cent pL de la suspension cellulaire sont ensemencés dans les microplagues. Apres 24h
d’incubation a 37°C, le milieu de culture est aspiré al’aide d'un aspirateur (Integra vacusafe)
et 100 pL de chague extrait est déposé dans chague puits, puis les microplagues sont
réincubées pendant 24h a 37°C. A lafin de I'incubation, nous avons rgjouté 10 pL du réactif
MTT et on aré-incubé les cellules pendant 4h. La réaction est stoppée avec I’ gjout de 100 pL
de SDS a10% (m/v).

- Lignéetumorale liquide
Cent pL de la suspension cellulaire sont ensemence avec 50 UL de chague extrait pendant 24h
a37°C. A lafin de I’incubation, 10 uL de MTT sont rajoutés puis les microplagues sont ré-
incubées 4h, a 37°C. Laréaction est stoppée en utilisant 100 pL de SDS a10% (m/v).
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Chapitre5: Evaluation in vitro de |’ effet anti-angiogénique des extraits

L’ activité anti-angiogénique des extraits aqueux et hydroalcoolique, a été évaluée sur les
lignées Hut-78 et SeAx, en évauant I'expression d'une protéase impliquée dans
I"angiogénese et I'invasion tumorale, la gélatinase MMP-9, par |la technique de zymographie

sur gel de polyacrylamide contenant 1% (m/v) de gélatine.

5-1- Traitement descellules

Aprés avoir incubé les celules cancéreuses avec les concentrations suivantes: 1 ug/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL et 50 pg/mL des deux extraits EA et EH pendant 24 h, eles ont été
récupérées puis centrifugées a 800 rpm pendant 10 min a 4°C. les surnageants sont conserves
a— 20 °C avant leur utilisation. Les surnageants des cellules non traitées sont considérés
comme contrdle négatif. Nous avons également traité les deux lignées Hut-78 et SeAx avec
deux cytokines, CXCL10 et I'IL-17, pendant 24h, avec les concentrations suivantes
(CXCL10: 500pg/mL et 1000pg/mL et IL-17: 1ng/mL et 20ng/mL) et ces cellules sont

consi dérées comme témoins positifs.
5-2- Technique de zymographie

Cette méthode repose dans un premier temps sur une séparation des protéines selon leur
masse moléculaire par une technique classique d’ électrophorese en gel de polyacrylamide en
présence de SDS a 10%. Ce type de zymographie permet en outre la révél ation des gélatinases
(MMP-2 e¢ MMP-9). Dans ce cas, le gel de polyacrylamide est co-polymérisé avec un
substrat protéique, la gélatine.

Les gels de polyacrylamide ont été préparés et conservé a 4°C 24h avant le dépdt (Annexes
2). 24uL de surnageants sont mis en suspension dans 6uL de tampon d’ échantillon (2X), puis
28uL de nos échantillons sont déposés, dans chaque puits en duplicate. Apres migration des
échantillons (Mini-PROTEAN® Tetra Vertica Electrophoresis Cell, biorad). Aprés la
migration, les gels sont lavés a température ambiante pendant 1 heure dans un bain de Triton
X-100 a 2,5 %. lls sont ensuite incubés pendant 18 heures a 37°C dans un tampon
d’incubation (Annexes 2). Les gels sont ensuite colorés au bleu de Coomassie G-250,
décolorés avec une solution de décoloration (Annexes 2), puis visualisés al’aide d’ un scanner
de gel (Gel Doc XR+, Bio-Rad).
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Chapitre 6 : Fractionnement de |’extrait protéique soluble de I’ escargot Helix aspersa et
évaluation des activités protéolytique et anti-proliférative des différentes fractions

obtenues
6-1- Extraction et précipitation des proténes solubles au sulfate d’ammonium

Afin d'extraire les protéines solubles de la chair de I’ escargot Helix aspersa et tester leurs
effets anti-prolifératifs, une précipitation a 90 % de saturation en sulfate d’ammonium est
réalisée. Elle est suivie d'une dialyse contre I eau distillée (2x5L, 24h a 4° C). Pour cela, 99
de I’'homogénat lyophilisé du pied d'Helix aspersa sont extraits a température ambiante
pendant 2 h, dans 200 mL du tampon acétate de sodium (50 mM, pH 5,0), auquel on argjouté
une quantité de sulfate d’ammonium pour atteindre 90% de saturation (annexe 4).
L’ échantillon est soumis a une agitation rotative (Heidolph 2002) toute lanuit a4 ° C, filtré
sur papier wattman, puis centrifugé a 20000 g (Beckman, modele L5-50 ultracentrifuge)

pendant 30 min a4 °C. Lefiltrat constitue lafraction (F).

Le culot est solubilisé dans un volume minimum du tampon d’ acétate de sodium (50 mM pH
5,0), homogeénéisé pendant 1 h atempérature ambiante, filtré puis dialysé contre I’ eau distillée
( 2x5L) pendant une nuit a 4°C L’échantillon obtenu est filtré (@ =0,2 um), concentré par
vivaspin (15R, MWCO 5KDa) a didfiltration (Sigma sartorium 2-16K) puis filtré par le
systéme millipore (¢ =0,45 um). Cette fraction est appelée (C). La concentration en protéine
dans les deux fractions F et C est estimée en mesurant la densité optique a A=280 nm a I’aide
d’ un systeme Nanovue (Healthcare 4282V2.04). L’ échantillon est ensuite analysé par SDS-
PAGE.

6-2- Fractionnement des proténes solubles par chromatofraphie échangeuse de

cations en utilisant un appar eillage chromatographique AKTA Start

Le systéme AKTA Start (Healthcare) est équipé dune colonne précoulée échangeuse
d’anions Hi-Trap Q- Sepharose. La chromatographie échangeuse d’'ions est basée sur les
interactions des molécules en solution avec les ions de charge opposée de la phase

stationnaire.

La colonne est préal ablement équilibrée avec un tampon Tris-HCI (50mM, pH7,4, 5 volumes
de colonne). Vingt cing mL de I’ extrait protéique C sont chargés sur la colonne de la colonne
a un débit de 1 mL/min. Un lavage est réalisé avec le tampon d' équilibration. L’ éution des

protéines est réalisée a l’aide d'un gradient de force ionique croissante allant de0 a1 M en
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NaCl dans le tampon d'équilibration (20 volumes de colonne). Des fractions de 3 mL sont
récoltées. Le profil chromatographique est obtenu par la lecture de 1’absorbance a A=280 nm.
Les fractions protéiques récupérées sont dialysées contre |’ eau, concentrées par diafiltration
et analysées par SDS-PAGE.

6-3- Séparation desprotéinessur ge SDS-PAGE

Une éectrophorese des extraits C et F ainsi que des fractions chromatographiques dintérét est
réalisée en conditions dénaturantes sur gels polyacrylamide précoul és (ExcelGel, 245 x 110 x
0,5 mm, gradient 8-18 % en acrylamide) en utilisant le Kit Multiphore 1l de Amersham
Biosciences. Les échantillons a analyser ont été réduits puis chauffés a 100°C pendant 5min,
et finalement chargés sur le gel. La migration éectrophorétique est effectuée pendant 80 min
(600 V, 50 mA, 35 W) a15,0 + 0,1° C, en utilisant un systéme horizontal (modéle Multiohore
Il de chez GE Healthcare), équipé d'un générateur de courent éectrique et couplé a un
cryostat (modéle Julabo F12). Un kit de marqueurs moléculaires est utilisé pour estimer les
masses moléculaires des échantillons analysés (Bio-Rad US, PM compris entre 6,5-200 kDa).

Le gel est ensuite coloré au nitrate d’ argent (Dodeca™ silver stain kit, Biorad).

6-4- Evaluation de [I'activité protéolytique de I'extrait C et des fractions

chromatographiques

Pour mettre en évidence la présence de protéases dans |'extrait protéique, I’activité
enzymatique des extraits C ans que celle des différentes fractions obtenues par
chromatographie est évaluée envers des substrats de synthese couplés a des fluorophores : Z-
Arg-Arg-7-Amido 4-methylcoumarin hydrochrloride (Z-Arg-Arg-AMC), Z-Phe-Arg-AMC et
Boc-GlIn-AlaArg-AMC (Sigma-Aldrich-Steinhein, Germany). Vingt pL de chaque fraction
sont incubée avec 100 uL de chague substrat (50 pg/mL) pendant 120 min a 37°C, dans un
volumetotal de 3 mL de tampon phosphate (50mM, pH 6,8).

6-5- Identification des classes de protéases présentes dans I'extrait C et les fractions

chromatographiques

Afin de déterminer le type de protéases dans les fractions chromatographiques, deux types
d’inhibiteurs sont utilisé& Pefabloc (1 mM, Roche, Mannheim, Germany) et lodocetamide (5
mM). Cent pL de chague échantillon ont été incubés avec 100 pL d'inhibiteur et 1000 pL de
tampon phosphate (50 mM, pH 6,8), pendant 30 min a 37°C. Ensuite, nous avons rgoute au
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milieu réactionnel 1700 pL de tampon phosphate et 100 pL de substrat Z-Arg-Arg-AMC(50

pg/ml), celui-ci étant sélectionné car clivé avec une grande efficacité.

L’absorbance est mesurée a A=440 nm avec un fluorimetre (SHIMADZU, RF-5001PC)

couplé aun PC et aun bain thermostatique.

6-6- Evaluation de I'activité anti-proliférative des extraits C et F et des différentes

fractions chromatographiques

L’ effet anti-prolifératif des extraits C, F ainsi que leurs fractions issues de la chromatographie
échangeuse d’anions est mesuré par le test MTT en utilisant les lignées cellulaires MK 2,
A549, Huh7 et K562 selon la méthode décrite précédemment.

Analyse statistique

Les données des éudes in vivo et in vitro ont été analysées al'aide d'un logiciel de statistique
(Statistical Package for Social Science, IBM, SPSS version 20). Les résultats ont été analyses
par analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie u test Tukey pour des
comparaisons multiples. Les valeurs sont exprimées en moyennetécart type, avec un seuil de

signification statistique fixé a 0,05.
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Résultats et Discussion

Chapitre 1: Etude physico-chimique des extraitsbruts: aqueux, hydroalcoolique et

organique
1-1- Dosage des protéinestotales dansles deux extraits aqueux et hydroalcoolique:

Pour identifier les différentes substances chimiques présentes dans les différents extraits, un

screening chimique a été réalisé. 1l sagit principalement de protéines et de polyphénols.

Le dosage des protéines totales contenues dans I'extrait agueux (1 mg/mL) et
hydroalcoolique (1 mg/mL) a été évalué en triplicate, par la méthode de Bradford. Les
résultats montrent que 1 mg/mL de I’ extrait aqueux contenait (4,53+0,48 mg/mL) et |’ extrait
hydroal cooligue contenait (1,83+0,23 mg/mL), (Figure 25).

4,5
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3,5
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2,5
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1,5
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0,5
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Extraits

(mg/mL)

Concentration en protéines

Figure 25 : Concentration en proténes totales dans les deux extraits d’ Helix aspersa

1-2- Estimation des proténes des extraits aqueux et hydroalcoolique en gel de

polyacrylamide en conditions dénaturantes (SDS-PAGE)

La présence de protéines dans les deux extraits EA et EH, a éé confirmée par une
électrophorése en conditions dénaturantes sur gel de polyacrylamide (SDS-PAGE). Le profil
électrophorétique montre plusieurs bandes protéiques de différents poids moléculaire dans les

deux extraits (Figure 26).
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Figure 26 : Profils électrophorétiques des deux extraits
(A : SDS-PAGE de !’ extrait aqueux colorée au bleu de Coomassie, B : SDS PAGE de
I’ extrait hydroal coolique colorée au nitrate d’ argent).
1 :std,2:EH, 3: EA, 4: EA(duplicate)
1-3- Dosage des polyphénolstotaux danslestrois extraits: aqueux, hydroalcoolique et
organique
Dans une seconde étape, nous NOUS sommes intéressés a un autre type de molécules connues
pour leurs activités bhiologiques (les polyphénals). La quantification des polyphénols totaux
contenus dans chague extrait a été réaisee par le réactif Folin-Ciocalteu en triplicate. Les
résultats montrent que les extraits EA, EH et EO contiennent respectivement (2,443+0,11),
(2,81+0,16) et (2,76+0,29) mg équivaent d’ acide gallique/g (Figure 27).

3 4
2,5 -
S 15 |
1 -
0,5 -
0
EA EH EO

Extraits

Concentration en polyphénoles

Figure 27: Concentration en polyphénoles dans | es différents extraits de I’ escargot Helix
aspersa
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1-4- Miseen évidence desflavonoides (Bouquet, 1972)

Les polyphénols regroupent un ensemble de substances chimiques, parmi lesguelles on a les
flavonoides. La recherche des flavonoides dans la chair de |’ escargot Helix aspersa se repose
sur un test colorimétrique. En présence des flavonoides, les colorations suivantes: jaune-
rougeétre, rouge a rouge-violacé, rouge-foncé au violet ou bleu, jaune et rose peuvent étre
observées. Ces couleurs correspondent respectivement aux anthocyanes, flavones, flavonols,
flavonones, isoflavones et |eucoanthocyanes. Nous avons noté un changement de coloration
dans les deux tubes qui contiennent I'extrait en présence de NaOH (T2) et I'extrait en
présence de HCI et les coupeaux de Mg (T3) quand ils sont comparés aux tubes témoins
contenant |'extrait avec I'eau distillée (Figure 28). En effet, nous avons observé une
coloration jaune dans les tubes ce qui indique la présence des flavonoides dans I’ extrait

aqueux total delachair d’ escargot.

Figure 28: Résultats du test colorimétrique de la mise en évidence des flavonoides.

1-5- Miseen évidencede |’ activité hémagglutinante des extraits aqueux et
hydroalcoolique

Quant a I’activité hémagglutinante des extraits bruts (EA, EH et EO), elle était positive
uniquement dans |’extrait hydroalcoolique. On a observé apres 45 min d'incubation, une

faible agglutination représentée dans la Figur e 29.

Agglutination<fz

EH EA
Figure 29: Résultats du test d’ hémagglutination des deux extraits aqueux et

hydroal coolique
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Chapitre2: Effet protecteur in vivo de I'homogénat du pied d’escargot

Helix aspersa contre |’ hépatotoxicité induite par la cyclosporine A

L’ effet protecteur de I’ homogénat du gastéropode a été évalué in vivo chez les rats ayant recu
un médicament immunosuppresseur connu pour ses effets hépatotoxiques. Dans cette partie,
nous avons également réalisé un comptage des leucocytes ains que les lymphocytes et les
granulocytes chez les animaux traités.

2-1- Effet del’homogénat sur les différentes populations sanguines

2-1-1- Comptage des cellules sanguines (leucocytes, lymphocytes et granulocytes)

Le résultat du comptage des leucocytes chez le lot traité par la cyclosporine A seule, a montré
une diminution significative (p=0,02) dans le taux de ces cellules. En effet, nous avons
enregistré (9,22 x 10°+1,79 cellules) par rapport au témoin (10,23 x 10°2,44 cellules).
Cependant, chez les rats traités avec la cyclosporine A en présence de I’homogénat de
I’ escargot et avec I’homogénat seul nous avons noté une augmentation significative (p=0.02)
dans le taux des leucocytes (12,76 x 10°+1,42) cellules et (12,7 x 10°+1,95) cellules

respectivement, par rapport aux témoins (Figure 30-A).

Le comptage de la sous-population lymphocytaire a montré une diminution non significative
(p>0,05) de ces cellules chez les rats traités par |I'immunosuppresseur (57,56+£18,27)% en
comparaison avec les témoins non traités (62,78+16,86)%. Tandis que dans les deux autres
groupes (CH) et (H), nous avons par contre remarqué une augmentation non significative
(p>0.05) par rapport au lot témoin : (72,88+9,74)% et (76,98+8,52)% (Figur e 30-B).

En ce qui concerne la sous-population granulocytaire, nous avons remarqué une diminution
tres significative (p=0,00) chez le lot traité par la cyclosporine A (19,2+8,72)%, le lot traité
par la cyclosporine A et I’homogénat (13,22+6,20)% et par I’homogeénat seul (7,34+3,53) %

en les comparant aux rats controles (31,66x8,2)% (Figur e 30-B).
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Figure 30: Effet del’homogénat d’' Helix aspersa sur le taux des différentes populations
leucocytaires.

A : taux des leucocytes, B : pourcentage des sous-populations lymphocytaires et granulocytaires
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, *P<0,05, ***P<0,001 en comparaison avec |le groupe

contréle.

2-1-2- Morphologie des cellules sanguines et leur s précur seurs médullaires

Dans le but de vérifier S'il y aeu un effet sur la morphologie des cellules, des frottis a partir
du sang total et de la moelle osseuse ont été réalisés et colorés avec la technique May-
Grunwald Giemsa.

L’ observation microscopique des frottis périphériques des différents lots traités a montré que
le frottis sanguin périphérique du lot traité par I'immunosuppresseur (lot C) était pauvre en

leucocytes par rapport au lot témoin (Figure 31). En effet, nous avons observé quelques
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neutrophiles (2), quelques petits lymphocytes (5) ainsi que de gros lymphocytes (6). Nous
avons également remargqué une forme ovale des érythrocytes (1) (flechejaune, Figure 31).

Dans le lot traité par la cyclosporine A en présence de I’homogénat (lot CH), nous avons
constaté que le frottis sanguin périphérique était plus riche en cellules que celui du lot traité
par la cyclosporine A seule. En effet, nous avons noté la présence de plusieurs petits
lymphocytes (5) ainsi que de gros lymphocytes (6), des éosinophiles (4) et des neutrophiles
(2). Les érythrocytes présentent une forme d’ un érythrocyte normal (Figure 31).

Danslelot qui arecu I’homogénat seul (lot H), nous avons remarqué la présence de plusieurs
neutrophiles (2), de monocytes (7) ainsi que des plaquettes (8) (Figure 31).

CH

Figure 31 : Effet del’homogénat d’ Helix aspersa sur lamorphologie des cellules du
sang (colorées au May-Grunwald Giemsa-X400).

L’ examen cytologique du frottis médullaire des différents lots traités a montré leur richesse
en différentes populations médullaires. Dans le lot témoin, nous avons noté des
proérythroblastes (1), des érythroblastes polychromatophiles (3), un myélocyte éosinophile et
un myélocyte neutrophile (7), un éosinophile (10) (figure 32). Le frottis médullaire du lot
traité par la cyclosporine A contient quelques neutrophiles (9) et des vésicules lipidiques (*)
(figure 32).Cependant, le lot traité par la cyclosporine A et I’homogénat est beaucoup plus
riche que le lot C. En effet, nous avons noté la présence de mégacaryocytes (14) en plus de
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précurseurs érythroides: érythroblastes basophiles (2) et myéloides: promyélocytes (6),
métamyélocytes neutrophiles et basophiles (8), des lymphocytes (12) ainsi que des
neutrophiles (9) (figure 32). Nous avons aussi remarqué la richesse du frottis médullaire du
lot qui arecu I”’homogénat seul. En effet, nous avons noté la présence d’ un promégacaryocyte
(13), des lymphocytes (12), des neutrophiles (9), des myéloblastes (5), des érythroblastes
basophiles (2), des myélocytes éosinophiles (7) ainsi que des éosinophiles (10) (figure 32).

Figure 32 : Effet del’homogeénat d’ Helix aspersa sur lamorphologie des cellules
meédullaires (colorées au May-Grunwald Giemsa-X400).

A lafin des traitements, |’ effet de I’homogénat de la chair du mollusque Helix aspersa sur le
systéme antioxydant des animaux a été évalué en dosant le taux des transaminases, du MDA
hépatique, de la catalase et du glutathion réduit.

2-2- Effet del’homogénat sur le statut oxydant et anti-oxydant

2-2-1- Effet sur letaux destransaminases: ASAT (GTO) et ALAT (TGP)

Le taux des transaminases (TGO et TGP) a été évalué dans le plasma des animaux traités. Les
résultats ont montré une augmentation significative (p<0,05) dans la concentration de la TGO
dans le lot traité par la cyclosporine A seule (87,06+0,7) pL/L par rapport au lot témoin chez
lequel la concentration de cette enzyme est (75,92+11,14) uL/L. Par ailleurs, les résultats
montrent une diminution significative de cette enzyme (p<0,05) chez les rats qui ont regu la
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cyclosporine A accompagnée de |’homogénat (64,79+9,07) pL/L par rapport au lot C.
Cependant, chez les rats qui ont recu I’homogeénat seul, la concentration de |I’enzyme était
proche de celle enregistrée chez le groupe témoin (75,14+7,14) pL/L (Figure 33). Concernant
la TGP, nous avons observé une augmentation tres significative (p=0,0) de cette enzyme dans
le lot traité a la cyclosporine A (58,82+9,79) UL/L par rapport au témoin (38,7+7,47) uL/L.
Cependant, dans les lots traités par la cyclosporine A accompagneée par I’homogeéenat d' Helix
aspersa et le groupe traité par I’homogénat seul, nous avons constaté une diminution trés
significative (p=0,0) dans le taux de cette transaminase : (36,44+2,9) et (38,46x+4,58) uL/L
respectivement par rapport au groupe C, (Figure 33).
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Figure 33 : Effet del’homogénat d’ Helix aspersa sur le taux des transaminases.
Toutes les valeurs sont exprimeées en moyennetécart-type, n=5, * P<0,05, ***P<0,001 en comparaison
avec le groupe controle.

2-2-2- Effet sur le MDA

Le malondialdehyde (MDA) est le produit de la peroxydation lipidique. Il a été dosé selon la
méthode d' Ohkawa et al., (1979). Les résultats montrent une augmentation trés significative
(p=0,00) du taux du MDA dans le lot traité par la cyclosporine A (22,24+3,05) umole/g de
foie, en comparaison au lot témoin (15,96+1,29) umole/g. Nous avons également remarqué
une diminution tres significative (p=0,00) du taux du MDA chez les rats traités par la
cyclosporine A avec |I’homogeénat (13,56+2,63) umole/g de foie. Quant au lot qui a regu
I"homogénat seul, nous avons constaté une augmentation tres significative (p=0,00) de la
concentration du MDA dansle foie (17,9+0,74) umole/g de foie par rapport au groupe témoin
(Figure 34).
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Figure 34 : Effet del’homogénat d’ Helix aspersa sur le taux du MDA hépatique dans
les différents groupes traités.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, ***P<0,001 en comparaison avec le

groupe contrdle.

2-2-3- Effet sur I’activité enzymatique de la catalase

La catalase est une enzyme du systéme antioxydant de I’ organisme. Son role est d’ empécher
la formation des radicaux libres. Dans notre expérience, son activité a éé dosée dans le foie
des animaux traités selon la méthode élaborée par Clairborne, (1985). Les résultats montrent
une diminution non significative (p>0,05) de I’ activité de |a catalase chez les rats traités par la
cyclosporine A seule (0,87+0,5) Ul/min/g de protéines. Nous avons également remarqué une
augmentation non significative de son activité dans les deux groupes traités par la
cyclosporine A en présence de I’homogénat et par |’'homogénat seul respectivement
(1,29+0,54) Ul/min/g de protéines et (1,00+0,7) Ul/min/g de protéines par rapport aux rats
non traités (1,94+0,82) Ul/min/g de protéines (Figure 35-A).

2-2-4- Effet sur letaux du GSH

Le dosage du GSH dans le foie des rats traités a été réalisé selon la méthode de Beutler et al.
(1963). Les résultats montrent une diminution trés significative (p=0,006) dans la
concentration de la molécule chez le lot traité par la cyclosporine A (0,67+£0,26) nmol/g, par
rapport aux rats non traités (1,62+0,64 nmol/g). Cependant, nous avons enregistré une

augmentation tres significative (p=0,006) dans le lot traité par la cyclosporine A en présence
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de I’homogénat (3,27+1,61) nmol/g et par I’homogénat seul (2,13+0,9) nmol/g par rapport au
lot témoin (Figure 35-B).
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Figure 35 : Effet del’homogénat d’' Helix aspersa sur quel ques paramétres du systéme
antioxydant.
A : Catalase. B : Glutathion réduit.
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, **P<0,01 en comparai son avec le
groupe controle.
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Chapitre 3: Effet anti-inflammatoire des trois extraits: aqueux,

hydr oalcoolique et organique

Dans le but de veérifier I effet anti-inflammatoire in vivo des différents extraits de |’ escargot
Helix aspersa, un modéle de I'inflammation pulmonaire aigue a été développé au laboratoire.
Une dose de Séphadex de Img/mL a été instillée dans la trachée des animaux anesthésiés.

Aprées 24h, le BALF, le sang ainsi que le poumon ont été prélevés.
3-1- Effet destroisextraits sur letaux desleucocytes
a- Danslesang

Le comptage cellulaire a montré une augmentation trés significative (p=0,005) dans le
nombre de leucocytes dans le sang des lots Sx (6,8 x 10°+0,95) cellulesmm?®, SEA (7,8x
10°+2,86) cellulesmm?® et SEO (6,02 x 10°+0,94) cellulesmm?®, et dans lot Sibu (8.58 x
10°+2,5) cellulessmm? par rapport au témoin (5,58 x 10°+1,5) cellulesmm?. Dans le lot SEH,
au contraire, le nombre de leucocytes a été trés significativement réduit (3,5x 10°+1,64,
p=0,005) cellules’mm? (figure 36).
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Figure 36: Effet destrois extraits d’ Helix aspersa sur le nombre de leucocytes totaux
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, **P<0,01 en comparaison avec le

groupe contrdle.
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b- Dansleliquide bronchoalvéolaire

Les leucocytes du liquide broncho-alvéolaire ont été également dénombrés a I’aide d'un
hématimétre. Les résultats obtenus montrent une augmentation trés significative (p=0,00) des
leucocytes dans le lot traité par le Séphadex (Sx) (2944 x 10°+384,29) cellulesmm?® ainsi que
dans le lot traité par I'anti-inflammatoire (Slbu) (1336 x 10°+353,94) cellulesymm?®.
Cependant, nous avons enregistré une diminution tres significative (p=0,00) dans le nombre
des leucocytes dans les autres lots traités par nos extraits: SEA (712 x 10°+186,33)
cellulessmm?®, SEH (420 x 10°+71,06) cellulesmm?® et SEO (424 x 10°+104,3) cellulesmm?®
par rapport au rats non traités (944 x 10°+324,46) cellulessmm?® (Figure 37).

Le dosage des protéines totales dans le BALF, a montré une augmentation tres significative
(p=0,00) chez le lot Sx (1,59+0,22) mg/mL par rapport au lot témoin (1,28+0,15) mg/mL. En
revanche, nous avons enregistré une diminution tres significative (p=0,00) de la concentration
en protéines dans les lots traités par |’anti-inflammatoire apres a I'ingtillation du Séphadex
(0,72£0,24) mg/mL et pa les extraits agueux (1,47+0,12) mg/mL, hydroalcoolique
(1,18+0,23) mg/mL et organique (1,37+0,22) mg/mL d' Helix aspersa par rapport au lot qui a
recu le Séphadex (Figure 38).
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Figure 37 : Effet des extraits d' Helix aspersa sur le taux des leucocytes dansle BALF
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, ***P<0,001 en comparaison avec le
groupe controle.

71



Résultats et Discussion

Kk k
1,8 -
L6 - * %k %
1,4 - g
1,2 -
Kk %k
1 .
08 - I
06 -
04 -
02 -
0
T Sx SEA SEH SEO

Slbu

Concentration en protéines dans le
BALF (mg/mL)

Groupes

Figure 38: Effet des extraits d’ Helix aspersa sur la concentration en protéines dansle BALF
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, *** P<0,001 en comparai son avec le

groupe contrdle.

3-2- Effet destroisextraitssur I'activité des neutrophiles pulmonaires

L’augmentation des leucocytes dans le BALF indique une activation de la réaction
inflammatoire. En vue de comprendre le mécanisme d’ action des extraits d' Helix aspersa
dans le poumon, nous avons mesuré |’ activation des principales cellules inflammatoires, a

savoir les neutrophiles.

L’ activation des neutrophiles dans le BALF a été évaluée par le dosage de I’ activité de la
myél operoxydase (MPO). Les résultats montrent une augmentation non significative (p>0,05)
de I'activité de I'enzyme dans le BALF du lot qui a recu le Séphadex seul avec une
concentration de (24,47 + 4,82) unité/mole d’'H,O, dégradée, par rapport au témoin (17,96 +
2,17) unité/mole d'H,O, dégradée. Nous avons également remarqué une diminution non
significative dans le lot traité par |’ anti-inflammatoire aprés |’ instillation du Séphadex avec un
taux de (23,79 £9,32) unité/mole d'H,O, dégradée ainsi que dans les lots traités par les
extraits d' Helix aspersa par rapport au lot Sx : dans le lot SEA nous avons enregistré (21,72+
2,92) unité¢/mole d'H,O, dégradée, dans le lot SEH (17,69 + 8,93) unité¢/mole d H,0,
dégradée et dans le lot SEO (19,02 + 4,94) unité/mole d’ H,O, dégradée (figure 39).
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Figure 39: Effet des extraits d' Helix aspersa sur |’ activité de la myél operoxydase
dansle BALF
Toutes les valeurs sont exprimeées en moyennetécart-type, n=5, P>0,05, en comparai son avec le
groupe controle.

3-3-Effet destroisextraitssur le poumon
a- Sur leflux du fluide

Les poumons prélevés ont été pesés. Les résultats montrent une augmentation non
significative (p>0,05) dans le poids des poumons du lot qui a recu le Séphadex seul
(1,031£0,279g), le lot traité par I’ anti-inflammatoire (1,06+0,279) et le lot traité par I’ extrait
organique (1,01+0,34q) par rapport aux rats témoins (0,81+0,13g). Cependant, nous avons
remargué que le poids des poumons chez les lots traités par |’ extrait aqueux (0,86+0,07g) et
par |’ extrait hydroal coolique (0,81+0,13g) apres I'ingtillation du Séphadex est le méme que

chez lelot témoin (Figur e 40).
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Figure 40: Effet des extraits d’ Helix aspersa sur poids des poumons.
Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=5, P>0.05, en comparaison avec le

groupe controle.

b- Sur la structure pulmonaire

Afin de comprendre I’ origine de I’ augmentation du poids des poumons ains que I’ effet des
différents extraits préparés a partir du gastéropode Helix aspersa sur la structure du tissu
pulmonaire, des coupes histologiques ont été réalisées. L’examen microscopique a faible
grossissement (x40) du lot témoin a montré une architecture pulmonaire normale avec une
bronchiole (B) dont I épithélium (E) est normal, entouré d'un faisceau de muscle lisse (ML)
(Figure 41-A). Au grossissement x100, nous avons pu identifier des macrophages (M), des
pneumocytes de type | (P I) et de type Il (P Il) au niveau des avéoles (Av) (Figure 41-A).
Cependant, |I’examen microscopique du lot qui a recu le Séphadex par instillation intra-
trachéale a montré un poumon avec une structure altérée ; la paroi épithéliale est dégradée,
nous avons remarqué la présence d'un granulome a proximité de la bronchiole. L’ espace
alvéolaire était infiltré par les leucocytes (fleche noire) (figure 41-B). Chez le lot traité par
I’ anti-inflammatoire, nous avons remarqué la présence du mucus dans la lumiere de la
bronchiole avec quelques cellules inflammatoires (fleches noires), et le parenchyme
pulmonaire était altéré. En revanche, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires
dans les aveéoles (figure 41-C). Quant au lot traité par I’extrait agueux et le lot traité par
I’extrait hydroalcoolique, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires dans
I’espace avéolareet I'épithélium respiratoire est intact (figure 41-D, figure 41-E).
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Concernant le dernier lot traité par I’extrait organique, nous avons observé un épithélium
respiratoire normal. Cependant, nous avons constaté |a présence de cellules inflammatoires et
lymphocytes au voisinage des bronchioles. Ces cellules constituent le tissu lymphoide associé
aux bronches (BALT) dans lequel nous avons identifié des cellules épithéliales (Ep), des
eosinophiles (e) et des cellules géantes (Cg) (figure 41-F). Ces résultats confirment
I”augmentation du poids du poumon dans le lot Sx, Slbu, et SEO et son diminution dans les
lots SEA et SEH.

Le traitement par les trois extraits a entrainé une diminution des leucocytes dans le sang
notamment le traitement par I'extrait hydroalcoolique et dans le BALF, a diminué la
concentration des protéines dans le BALF et aréduit I'infiltration des cellules inflammatoires

dans le tissu pulmonaire. Ces extraits semblent avoir une activité anti-inflammatoire.
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n , 2 o Pl T e A, b
Figure 41 : Effets des extraits d’ Helix aspersa sur |” histologie du poumon
Coupes histologiques colorées a |’ hématoxyline-€osine a différents grossissement.
A:lotT,B:lot Sx,C:lot Slbu, D : lot SEA, E: lot SEH, F: lot SEO.

Av: alvéole, B: bronchiole, Cp: cellule géante, E: epithelium respiratoire,e: éosinophile, Ep: cellule épihdliale,
GR: globule rouge,M : macrophage, Mc: mucus, MI: cellules musculaireslisses, P | : pneumocytestype 1, P I1:
pneumocyte type 2, V's: vaisseau sanguine,  : infiltration leucocytaire.
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Chapitre 4 : Effet anti-tumoral destrois extraits: aqueux, hydroalcoolique et organique

4-1-Effet antitumoral des extraits aqueux et hydroalcoolique sur des lignées tumorales
delymphome cutané (HUT-78 et SeAx)

L e pourcentage de mortalité des cellules cancéreuses a été évalue en utilisant e bleu de trypan

apres une stimulation avec les extraits agueux et hydroal coolique pendant 24 h.

Le test de cytotoxicité a montré une augmentation du nombre des cellules mortes incubées
avec |'extrait agueux par rapport aux cellules non traités de la lignée tumorae HUT-78
(14,44+0,69%), nous avons enregistré une augmentation dose dépendante trés significative du
pourcentage des cellules mortes incubées avec 1 pug/mL (17,59+2,42%, p=0,006), avec 5
pg/mL (25,82+3.26%, p=0,005), avec 10 pg/mL (25,19+5,44%, p=0,004) et avec 50 pg/mL
de I’extrait agueux (44,09+3.89%, p=0,003) (Figure 42), et une augmentation significative
avec 1 pg/mL (18,21+£3,46%, p=0,012), avec 5Sug/mL (24,11+5,06%, p=0,014), avec 10
pg/mL (27,67+5,44%, p=0,013), et une augmentation trés significative avec 50 pg/mL
(31,47+£2,96%, p=0,003) dans la lignée tumorale SeAx par rapport aux cellules non traitées
(12,14+1,05%) (Figure 42).

Le test de cytotoxicité a également montré une augmentation significative de la mortalité
cellulaire vis-avis des deux lignées tumorales Hut-78 et SeAx apres le traitement avec
I’ extrait hydroalcoolique. En effet, I’ extrait hydroal cooligue a induit une augmentation dans la
mortalité cellulairedose dépendante: (20,47+5,53%, p=0,023), (20,81+3,44%, p=0,009),
(24,24+6,17%, p=0,021) et, (29,90+5,98%, p=0,013), avec les concentrations de 1 pg/mL, 5
pg/mL, 10 pg/mL et 50 pg/mL pour la lignée Hut-78 par rapport aux cellules non traitées
(14,44+0,69%) (Figure 43). Cependant, la mortalité cellulaire observe était de (18,84+1,47%,
p=0,002) avec 1 pg/mL, (21,31+2,21%, p=0,004) avec 5 pg/mL, (23,41+2,25%, p=0,003) avec
10 pg/mL et (25+5,57%, p=0,016) avec 50 pug/mL en comparaison aux cellules non traitées de
lalignée SeAx (12,14+1,05) (Figure 43).
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Figure 42 : Effet de !’ extrait aqueux sur lamortalité des lignées tumorales Hut-78 et

SeAx apres 24h d’incubation

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=3 *p<0,05, **p<0,01 par rapport au controle.
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Figure 43 : Effet de |’ extrait hydroal coolique sur la mortalité des lignées tumorales Hut-

78 et SeAx apres 24h d’incubation

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=3*p<0,05, **p<0,01 par rapport au contréle.
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4-2-Moded’action de |’ extrait aqueux sur lesdeux lignées Hut-78 et SeAx

Etant donné gue I’ extrait agueux s est avéré le plus toxique envers les lignées tumorales
utilisées a la concentration de 50 pg/mL ; nous avons essayé de déterminer le mécanisme
cellulaire exercé par cet extrait. Pour cela, un marquage nucléaire a été réalisé avec le
colorant de I’ADN : le hoechst. L’observation par microscope a fluorescence des celules
tumorales a montré une fragmentation nucléaire caractérisée par une coloration brillante, ce
qui indique une condensation de la chromatine (fleches jaunes-figure 44 B/D) en
comparaison avec les cellules non traitées (figure 44 A/C) qui présentent une morphologie
nucléaire normale et ne présentent pas de fluorescence (*), al’ exception de quelques cellules
(flechesrouges-figure 44A).

i\

Figure 44: Marquage nucléaire par le colorant Hoechst des cellules tumorales incubées

avec |’ extrait aqueux.
A : Marquage nucléaire par le colorant hoechst des cellules tumorales HUT-78 en absence de I'extrait
(contréle), (B) : Marquage nucléaire par le hoechst des cellules tumorales HUT-78 incubées avec |’ extrait
aqueux a la concentration de 50 pug/mL. Le pourcentage des cellules apoptotiques identifiées est d’ environ
42 %, (C) : Marquage des noyaux par la coloration hoechst des cellules tumorales de la lignée SeAx sans
I’extrait (contrdle). (D) : Marquage nucléaire par la coloration hoechst des cellules tumorales SeAx traitées

avec |’ extrait aqueux a 50 pg/mL. La moyenne des cellules apoptotiques est d’ environ 25%.
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4-3- Effet anti-prolifératif des extraits hydroalcoolique et organique sur des lignées
cellulaires normales et tumorales
L’ effet antiprolifératif a été évalué par le test MTT, nous avons utilisé quatre lignées
cellulaires. Une lignée normale (MK?2) et trois lignées tumorales. Celles-ci sont une lignée
matricielle de poumons (A549), une lignée matricielle d'hépatocytes (Huh-7) et une lignée
liquide d'érythroblastes (K562). Les résultats montrent que les deux extraits n’ont aucun effet
sur la lignée cellulaire normale MK2. Par ailleurs, chague extrait présente un effet toxique
envers la lignée tumorale Huh7. En effet, I’ extrait hydroal coolique a induit une inhibition de
la croissance avec un pourcentage de (15+0,01%, p=0,008), tandis que |’ extrait organique a
provogué I" inhibition de 50 % de la population (50+0,29%, p=0,01) (figure 45). En revanche,

les deux extraits 0’ ont aucun effet sur lalignée tumorale A549.
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Figure 45 : Effet anti-prolifératif des extraits hydroal coolique et organique sur des

lignées normale et tumorales.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=4, * P<0,05, en comparaison avec |le groupe

controle.

Les trois extraits présentent une activité anti-proliférative envers deux parmi les trois
lignées tumorales testées. Les extraits EH et EO n’ont aucune activité vis-a-vis la lignée
cellulaire non tumorale utilisée dans ce test. L’ extrait agueux semble induire une apoptose

dans les lignées tumoral es du lymphome cutané.
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Chapitre 5: Effet antiangiogénique  des  deux extraits: aqueux,

hydroalcoolique (I’ expression dela MM P-9 dans des lignées de lymphome cutané)

Pour veérifier si la fragmentation nucléaire et le changement de I’ADN sont associés a des
modifications dans la sécrétion de la MMP-9, les cellules sont incubées avec les extraits du
gastéropode (EA et EH) comme décrit ci-dessus. Les milieux de culture ont été récupérés
apres 24h d'incubation, pour tester I'activité de la MMP-9 par zymographie. Les zones
blanches apparaissent et correspondent aux zones de I’ activité lytique de la MMP-9 (Figure
46). L’ analyse des gels a montré que la lignée tumorale HUT-78 exprime naturellement la
protéase MMP-9 sous sa pro-frome inactive de 92 kDa, tandis qu’'aucune activité de la
protéase N’ a été observé dans le milieu de culture de la lignée tumorale SeAx non traitée. En
outre, pas de changement dans la production de la MMP-9 dans les deux lignées tumorales
HUT-78 et SeAx traitées (figure 46 A/B et 46C/D).

Afin de confirmer |’ absence d’ effet antiangiogéngiue des deux extraits, nous avons analyse
I’ expression de la MMP-9 apres un traitement avec deux cytokines utilisées comme contréle
positive: CXCL10 et IL-17. CXCL10 ainduit une |égére augmentation dans la production de
la MMP-9 dans la lignée tumorale Hut-78. Cependant, |’ effet de I'I1L-17 a éé plus prononcé
dans ces cellules, ce qui suggere que la MMP-9 n'a pas été affecté par les extraits du
gastéropode (figure 46-E). En effet, aucun des témoins positifs n’a été capable d'induire la
sécrétion de la MMP-9 dans la lignée tumorale SeAx (figure 46-E), montrant que cette

protéase n’ est pas exprimeée par ces cellules.
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Figure 46 : Effet des extraits agueux et hydroal coolique sur la production de laMMP-9

par les lignées tumorales Hut-78 et SeAx en culture.

A: Puits 1-2: HUT-78 contréle, puits 3-4: HUT-78 / EA 1 pg/ml, puits 5-6: HUT-78 / EA Spg / ml. puits 7-
8:HUT-78/EA 10pg / ml, puits 9-10: HUT-78/EA 50ug/ml. B:puits 1-2: HUT-78 contréle, puits 3-4: HUT-78 /
EH 1 pg/ml, puits 5-6: HUT-78 / EH 5ug / ml, puits 7-8-9: HUT-78 / EH 50ug / ml. C: puits 1-2: SeAx control,
puits 3-4: SeAx / EA 1 pg/ml, puits 5-6: SeAx / EA Spg / ml, puits 7-8: SeAx / EA 10pg/ml, puits 9-10: SeAx /
EA 50pg/ml. D: puits 1-2: SeAx control, puits 3-4: SeAx / EH 1 pg/ml, puits 5-6: SeAx / EA 5 pg / ml. puits7-
8: SeAx / EH 1 pg/ml, puits 9-10: SeAx/ EH 50 pg/ml. E: puits 1: SeAx Controle, puits 2: SeAx / CXCL 10 (500
pag/ml), puits 3: SeAx / CXCL10 (1000Pg / ml), puits 4: SeAx / IL 17 (1 ng/ ml), puits 5: SeAx / IL-17 (20ng /
ml), puits 6: HUT-78 control, well 7: Hut-78 / CXCL10 (500 pg / ml), puits 8: HUT-78 / CXCL 10 (1000pg /
ml), puits 9: HUT-78/IL-17 (1 ng/ ml), puits 10: HUT-78/ IL-17 (20ng / ml).
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Chapitre 6 : Fractionnement del’extrait protéique soluble dela chair del’ escargot Helix

aspersa et évaluation de ses activités protéolytique et anti-proliférative

L’analyse des résultats in vivo et in vitro a montré que les trois extraits aqueux,
hydroalcoolique et organique préparés a partir du pied du gastéropode Helix aspersa
présentent plusieurs activités biologiques. Dans cette partie, nous avons essaye de purifier les
protéines solubles a partir de la chair d’ Helix aspersa en réalisant une précipitation au sulfate

d’ammonium, suivie d’ une chromatographie sur colonne échangeuse d’ anions.
6-1- Extraction et précipitation des proténes solubles au sulfate d’ammonium

L’ éude des protéines est importante du fait de leur implication dans les différentes voies de
signalisation de la cellule. Les protéines solubles ont été extraites et precipitées dans le
tampon acétate de sodium a 90% de saturation en sulfate d ammonium. Les deux fractions
obtenues aprés | extraction ont été nommeées « C » pour culot et « F » pour filtrat. Nous avons
mesuré la densité optique des deux fractions a A=280 nm. Les résultats montrent que 1’extrait
« C» aune Do de 0,8. L’ absorbance est par contre proche de zéro dans |’ extrait « F » (figure
47). Nous avons également réalisé une SDS-PAGE sur les deux extraits. L’analyse des gels
révéle |I'absence de bandes protéiques dans le filtrat « F». Cependant, le culot contient
plusieurs bandes protéiques de différent poids moléculaires (fleche). Celles-ci pourraient

correspondre a des protéines spécifiques de I’ escargot Helix aspersa (figur e 47).
6-2- Fractionnement del’extrait protéique sur la Q-sepharose

Dans la deuxieme étape, le culot « C » a éé fractionné sur une colonne échangeuse d' anions::
Q-Sépharose. Les protéines sont alors éuées grace a un gradient en NaCl de 0 a 1M dans le
tampon Tris-HCI. La lecture de I’absorbance des différentes fractions collectées a été
effectuée a A=280 nm. Le profil chromatographique a montré la présence de 3 pics protéiques
majeurs: un pic constituant les fractions non retenues (FNR) et deux autres regroupant les
fractions retenues FR1 et FR2. les FNR, FR1 et FR2 ont été appel ées respectivement P1, P2 et
P3 (figure 48).

Le profil électrophorétique des différentes fractions a montré la présence de plusieurs bandes
protéiques de différents poids moléculaires (figure 48). Les fractions P1 et P2 contiennent
plusieurs bandes protéques (fleche). La fraction P3 contient magjoritairement trois bandes
protéiques diffuses caractérisées par des PM apparents respectivement de 14,4 kDa, 31,0 kDa
et >66,2 kDa (fléche).
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Figure 47 : Mesure de I’ absorbance des deux fractions C et F aA=280nm

SDS-PAGE colorée au nitrate d’ argent des deux extraits C et F est également représenté dans lafigure.
1: lesmarqueursdetaille, 2 : leculot et 3: lefiltrat.
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Figure 48 : Q-Sepharose FF de |'extrait « C ».

SDS-PAGE colorée au nitrate d' argent des fractions obtenues est également représenté dans lafigure.

1: lesmarqueursdetaille, 2: P3, 3:P2et4: P1.
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6-3- Miseen évidencedel activité protéolytique dansles fractions obtenues

L’ activité enzymatique des extraits bruts «C» ains que des fractions fractionnées par
chromatographie échangeuse d’ anions (P1, P2 et P3) a été évalué en utilisant des substrats de
synthése: Z-Arg-Arg-AMC (Z-arg), Z-Phe-Arg-AMC (Z-phe) et Boc-Gln-Ala-Arg-AMC
(Boc-Arg). Les différentes fractions ont été incubées pendant 2h & 37° avec les substrats. La
mesure de |’ absorbance & 440 nm a été effectuée a1’ aide d un fluorimetre.

Les résultats ont montré une faible activité protéolytique de la fraction « C » et celavis-avis
des trois substrats utilisés. En effet, nous avons enregistré une intensité de fluorescence de
(22,12+4,15, p=0,003) contre Z-arg, (21,4+5,48, p=0,007) contre Z-phe et (18,21+9,74,
p=0,01) contre Boc-Arg. La méme observation a été faite avec la fraction P1 (fraction non
retenue de la chromatographie échangeuse d'anions de |’extrait brut C) avec une activité
catalytiqgue un peu plus élevée pour le substrat Z-arg (49,58+7,82, p=0,004). Nous avons
enregistré une faible activité contre le substrat Z-phe (20,87+0,9, p=0,00) et une tres faible
activité vis-a-vis Boc-Arg (9,88+1,53, p=0,001), (Figure 49)

Une trés forte activité protéolytique a été détectée avec la fraction P2 issue de la
chromatographie échangeuse d’ anions de I’ extrait « C », envers le substrat : Z-arg avec une
intensité de fluorescence de (131,36+43,18, p=0,02) tandis que nous avons noté (84,28+2,16,
p=0,00) contre le substrat Boc-Arg et (66+2,61, p=0,00) contre le substrat Z-phe. En
revanche, aucune activité protéolytique n’ a été détecté dans la fraction P3 qui correspond ala
deuxiéme fraction retenue de la chromatographie échangeuse d'anions de I'extrait « C »,
(Figure 49).
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Figure49 : Mesure de I’ activité protéol ytique des différentes fractions envers des substrats de
synthese.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=3, *p<0,05, **<0,01, p<0,001

6-4- Identification des protéases dansles différentesfractions

Selon les résultats obtenus lors des mesures de I’ activité protéolytique, I extrait « C » ainsi
gue les fractions obtenues apres la chromatographie sur Q-sepharose; ont une forte activité
envers le substrat Z-Arg. En vue d’identifier le type de protéases, nous avons utilisé deux
types d'inhibiteurs de protéases: le pefabloc; un inhibiteur de protéase a sérine et

I‘iodocetamide, un inhibiteur de protéase a cystéine en utilisant le substrat Z-Arg-Arg-AMC.

Les résultats représentés, sur la figure 51, montrent une inhibition de I’ activité enzymatique
del’extrait C en présence des deux inhibiteurs avec une intensité de fluorescence résiduelle de
(7,02+0,35, p=0,00) avec I'inhibiteur pefabloc (figure 50-A) et (14,49+1,62, p=0,001) avec
I’inhibiteur iodocétamide (figur e 50-B), cela indique la présence de deux classes de protéases
dans I’ extrait brut : les protéases a sérine et a cystéine. De plus, I'activité enzymatique n'est
pas totalement inhibée en présence d'un seul parmi les deux inhibiteurs. En revanche,
I’ activité enzymatique de la fraction P1 a été inhibée uniquement en présence du pefabloc
(figure 50-A).
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La fraction P2 semble contenir a la fois des protéases a sérine et a cystéine, avec une
prédominance de |'activité protéase a sérine étant donné un effet inhibiteur plus marqué du
pefabloc (figure 50-A/B).
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Figure 50 : Mesure de I’ activité enzymatique en présence d’inhibiteurs (substrat Z-Arg-Arg-
AMC)
A : en présence de pefabloc, B : en présence d’ odocétamide

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type, n=3 *P<0,05
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6-5- Evaluation de [I'activité antiproliférative des extraits et des fractions
chromatographiques

L’ effet antiprolifératif des extraits bruts (C et F) ainsi que des fractions obtenues apres la

chromatographie sur Q-Sepharose, a été évalué par le test MTT. Les résultats de cette étude

montrent que quelques fractions présentent un effet antiprolifératif, d’ autres au contraire ne

sont pas toxiques. En effet, parmi les fractions testées, seulement les fractions C, P2, P3 et F

montrent un effet antiprolifératif.

L’ extrait protéique brut « C » obtenu apres précipitation des protéines au sulfate d’ ammonium
a un effet toxique contre la lignée normale MK2 avec un pourcentage d'inhibition de
(17,42+0,4%, p= 0,03) et seulement de (3,75+0,01%, p=0,00) contre lalignée tumorale Huh7
et (7,03+0,25%, p=0,042) contre lalignée tumorale K562 (Figure 51-A).

Les deux fractions retenues P2 et P3 issues de la chromatographie échangeuse d’anions de
I’extrait C n’ ont aucun effet antiprolifératif sur lalignée normale MK2. En revanche, ces deux
fractions présentent un effet inhibiteur de la croissance tumorale de la lignée matricielle Huh7
avec un taux d'inhibition de (12,56+0,01%, p=0,00) pour la P2 et (11,8+0,02%, p=0,00) pour
la fraction P3 (Figure 51 B/C). La fraction P2 s avere trés toxique contre la lignée liquide
K562 avec un taux d'inhibition de croissance de (37,32+0,00%, p=0,00) tandis qu'€elle ne
présente pas d’ effet sur lalignée A549 (Figure 51-B). Lafraction P3 a entrainé une inhibition
de la prolifération de la lignée tumorale A549 avec un taux de (19,86+0,13%, p=0,02)
(Figure51-C).

Quant &I’ extrait brut F, on a enregistré une inhibition de la mortalité des différentes lignées
matricielles y compris la lignée normale MK2, avec presque le méme pourcentage
d’inhibition. En effet, nous avons noté une inhibition de la croissance de (38,36+0,01%,
p=0,00) contre la lignée Mk2, (32,02+0,02%, p=0,00) vis-avis la lignée A549 et de
(34,36+0,01, p=0,00) contre la lignée tumorale Huh7. Par ailleurs, Cet extrait n’a aucun effet
sur lalignée tumorale liquide K562. (Figure 51-D).
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Figure51: Activité antiproliférative des extraits bruts C et F ainsi que de quelques fractions
obtenues sur Q-Sepharose.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyennetécart-type n=4, ** p<0,01,***<0,001

Le fractionnement de I’extrait protéique sur la Q-Sepharose a donné 3 pics protéiques
majeurs. Deux pics (P1 et P2) présentent une activité protéolytique et des effets toxiques
contre quelques lignées tumorales. Le troisieme pic (P3) ne présente aucune activité
enzymatique mais est toxique envers d’ autres lignées tumorales.
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Dans la présente éude nous avons essayé d évaluer les effets biologiques de I’homogénat
ainsi que trois extraits (extrait agueux, extrait hydroal coolique et extrait organique) préparés a
partir de la chair d'un mollusque terrestre Helix aspersa. Nous avons également dosé deux
types de molécules : les protéines et les polyphénols. Le dosage des protéines a montré la une
forte teneur en protéines des deux extraits agueux et hydroalcoolique. La présence de ces
macromolécules dans la chair de I'escargot pourrait lui conférer une qualité nutritive tres
intéressante et pourrait présenter des effets thérapeutiques. La présence des protéines dans
I’extrait hydroalcoolique a été confirmée par I’ éectrophorese sur gel de polyacrylamide.
L'analyse du gel a révélé la présence de plusieurs bandes protéiques avec des tailles
différentes. Les peptides de faible poids moléculaire sont connus pour leur implication dans la
régulation des voies de biosignaisation. Cet extrait a également une faible activité
hémagglutinante, ce qui indiquerait probablement la présence de lectines. Ce test n’est qu’ une
étude préliminaire, elle doit étre confirmée par la purification et I'étude structurale des
différentes lectines éventuelles de cette espece.

L’ activité hémagglutinante d’' Helix aspersa a d§a éé démontrée en 1971 (Bizot, 1971) dans
un extrait de glande de I’abumen (une glande appartenant au systéme reproducteur de

I’animal). En 2015, ces molécules ont été purifiées et caractérisées (Pietrzyk et al., 2015).

Les lectines sont des protéines ou des glycoprotéines qui ont une large distribution chez les
animaux, les plantes et les microorganismes (Zhang et al., 2009). Chez les invertéorés
terrestres ou marins, ces protéines font souvent partie d'un systéme d’immunité innée et
présentent des spécificités pour les glucides présents a la surface des organismes pathogénes
(Vasta, 1992). Des travaux se sont intéressés a |’ étude des différentes activités biologiques
des lectines. Plusieurs effets ont été démontreés : effet anti-inflammatoire, effet antiprolifératif,
effet antitumorale et effet immunostimulant (Zhang et al., 2009 : Bachelet, 2013).

Le dosage des polyphénoles par la technique du Folin Ciocalteu, a montré leur présence dans
les trois extraits. A notre connaissance, aucun travail n'a encore évalué la présence de ces
molécules dans les extraits du mollusque Helix aspersa. Les polyphénols et les flavonoides
sont également connus pour leur activité antioxydante. Afin de mettre en évidence la présence
des flavonoides, nous avons réaisé un test colorimétrique. Le résultat a montré un
changement de coloration vers le jaune en présence de HCl, Mg® et NaOH. Ce résultat
indique la présence des flavonoides. Ce test n'est qu'une étude préliminaire, il doit étre

confirmé par la purification et |a caractérisation des flavonoides par différentes techniques.
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Afin de vérifier I effet antioxydant in vivo du pied d'Helix aspersa, hous avons nourrit des
rats ayant recu un immunosuppresseur (cyclosporine A), avec un homogénat du pied. La
cyclosporine A est un meédicament fréquemment utilisé lors de transplantations ainsi que pour
le traitement des maladies auto-immunes, du fait de son action immunosuppressive potentielle
et modulatrice de la réponse immunitaire (Borel et al., 1996; Hagar, 2004 Benoit-
Biancamano, 2009).

Les meédicaments immunosuppresseurs agissent sur les cellules immunitaires a différents
niveaux et cela dans le but d’ empécher le déroulement de la réponse immunitaire et prévenir
le rgjet de la greffe (Stora, 2010). Ces médicaments bloquent la prolifération lymphocytaire
en inhibant un des signaux activateurs. La cyclosporine A est sélective pour les lymphocytes
T helper (LTh) en inhibant la voie de signdisation qui active la synthése de I'lL-2 (figure
52), inhibant par conséquent alafois|’immunité cellulaire et humorae (Khalil, 1997).

Le mode d’ action de la cyclosporine sur le systeme immunitaire aété misen évidence . La
molécule pénetre dans le cytoplasme des lymphocytes T helper et forme un complexe avec
une protéine cytosolique: la cyclophiline (Khalil, 1997 ; Benoit-Biancamano, 2009). Ce
complexe bloque la calcineurine, ce qui entraine I'inhibition de la phosphorylation et la
trandocation nucléaire du NFAT (figure 53). Il en résulte I’inhibition de les principaes
cellules impliquées dans le rgjet, a savoir le LTh et le LTc (Ansermot, 2007 ; Benoit-

Biancamano, 2009).
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Figure 52 : Les différentes voies de signaisations dans le lymphocyte T (Goldshy et al.,
2000).

La diminution significative du taux des leucocytes et plus particuliérement les Lymphocytes
T danslelot traité ala cyclosporine A par rapport au lot témoin est d0 al’ effet inhibiteur de la
prolifération et |’ activation des lymphocytes T. En effet, I’ examen des frottis périphériques du
lot qui a recu la cyclosporine A (CsA) était tres pauvre en leucocytes, notamment les
lymphocytes. L’effet inverse a été constaté dans les lots CH et H ou on a remarqué une
augmentation significative des leucocytes et plus précisément les lymphocytes. Ces résultats
suggérent que homogénat du pied du gastéropode Helix aspersa agit sur les cellules T par
I'intermédiaire d' une voie CsA-sensible, en activant la production de I’ IL-2.
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Figure 53: Schéma résumant le mécanisme d’ action de la cyclosporine A (Fantini et al.,
2006)

Nos résultats montrent aussi une diminution significative des granulocytes dans le lot traité
par la cyclosporine. Cela pourrait sexpliquer par l'effet de la cyclosporine sur les
granulocytes. Les résultats montrent aussi |’absence d'effet de I’homogénat sur cette

population.

L’ examen des frottis périphériques a montré un changement de la forme des hématies. Ce
résultat est expliqué par le fait que la CsA agit également sur ces cellules. Des travaux ont
montré la présence de |I’'immunophilline dans le cytoplasme des hématies, qui peut lier la
cyclosporing, ce qui entraine I’ atération des érythrocytes (Foxwell et al., 1988). Dans les
deux lots CH et H, les hématies présentent une structure normale, indiquant I’ effet protecteur

de I’homogénat.

L’ analyse des frottis médullaires chez différents groupes traités a montré gque la cyclosporine
A a un effet sur la moelle osseuse en entrainant une diminution des cellules. Les frottis
medullaires des lots CH et H étaient plus riche en précurseurs médullaires. Ce résultat

indiquerait un effet stimulateur de I’ homogénat sur I’ hématopoiése.
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Les résultats de cette étude indiquent I’ effet immunostimulant et protecteur de I’ homogénat
d'Helix aspersa sur les différentes populations cellulaires sanguines. La présence de
polyphénoles, de lectines ou autres biomolécules, pourrait expliquer le potentiel

immunostimulant du pied du gastéropode Helix aspersa sur les lymphocytes T.

L’utilisation clinique de la cyclosporine est malheureusement accompagnée de plusieurs
effets secondaires tels que la néphrotoxicité, la cardiotoxicité, I’ hépatotoxicité (Bianchi et al.,
2003 ; Rezzani, 2004). De plus, les receveurs doivent maintenir la thérapie tout au long de
leur vie. Plusieurs mécanismes ont été proposés concernant | hépatotoxicité induite par la
cyclosporine A : la production des especes réactives d’ oxygene (ROS), I atération du systeme
antioxydant hépatique et |I’augmentation de la peroxydation lipidigue (Andrés et al., 2000 ;
Durak et al., 2004 ). De cefait, il est important de maintenir un équilibre entre les molécules

anti-oxydantes et |es radicaux libres chez les patients greffés et traités par la cyclosporine A.

Dans notre étude, le traitement des rats avec la cyclosporine a la dose (20-60 mg/mL)
pendant 21 jours n'a entrainé aucun décés chez les animaux. Le médicament induit une
augmentation de la quantité des transaminases TGO et TGP chez les rats. Il est bien connu
gue I'augmentation du taux des transaminases indique une cytolyse hépatique (Herrera,
1993), ces enzymes ayant une activité métabolique a I’intérieur des cellules. Ces enzymes
sont présentes dans plusieurs tissus et organes (foie, ceeur, reins, muscles...). Plusieurs éudes
ont montré gque chez le rat, la dose de 20 mg/Kg/j de la cyclosporine A administrée pendant
21 jours, induit une augmentation du taux des transaminases (Hagar, 2004 ; Kaya et al.,
2008 ; Erardan, et al., 2010). L’ association de la cyclosporine A avec I’ homogénat diminue

significativement le taux des transaminases.

Par ailleurs, une augmentation de la quantité du MDA a été observée dans le lot traité a la
cyclosporine A. Cela suggére une peroxydation lipidique résultant d’une Iésion hépatique. Le
MDA est I'un des produits terminaux formé lors de la décomposition des acides gras
polyinsaturés meédiée par les radicaux libres. Les taux élevés de MDA suggérent donc un
stress oxydatif. Le traitement par |’homogénat du mollusque Helix aspersa a induit une
diminution du taux du MDA hépatique.

Il est connu qu’en réponse a |’ accumulation des ROS, |es hépatocytes activent un mécanisme
de défense et de détoxification a travers divers enzymes anti-oxydantes. Les principaux

systemes de détoxification sont la catalase et le GSH. La catalase est une enzyme
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antioxydante qui catayse la dismutation du peroxyde dhydrogéne en dioxygene et
dihydrogene. Le glutathion réduit participe aussi au cycle d oxydoréduction pour convertir
I’'H20; et le peroxyde de lipide en produits non toxiques. (Gutteridge, 1995). Des chercheurs
ont montré que le taux du GSH hépatique chez les rats traités avec la cyclosporine A diminue,
ce qui conduit a la diminution du rapport glutathion réduit/glutathion oxydé dans les
hépatocytes de rats en culture (Hagar, 2004). Cette diminution du glutathion est expliquée par
I’inhibition de la GSH peroxydase et est responsable en partie de I’ hépatotoxicité (I nselmann
et al., 1994).

Le mécanisme anti-oxydant des molécules biologiques testées n'est pas totalement connu.
L’inhibition de la peroxydation lipidique est un effet anti-oxydant indirect qui empéche
I’augmentation de la perméabilité membranaire résultant de la Iésion oxydante du foie
(Fukuzawa et al., 1995).

Dans notre éude, nous avons montré que la capacité antioxydante a été significativement
réduite dans le tissu hépatique des animaux traités par la cyclosporine A. Ces résultats sont en
accord avec ceux obtenus dans plusieurs travaux (Andrés et al., 2000 ; Durak et al., 2002
Hagar, 2004 ; Kayaet al., 2008 ; Erardan, et al., 2010). L’ effet inverse a été observe avec
I’ association homogénat-cyclosporine. En effet, nous avons remargqué la restauration de la
capacité anti-oxydante comparativement au groupe traité par la cyclosporine A seule et que le
traitement de la cyclosporine associée a |I’homogénat semble protéger les hépatocytes contre

latoxicité induite par la cyclosporine.

Le traitement par I’homogénat semble prévenir la peroxydation lipidique, diminuer |’ activité
des enzymes ALAT et ASAT induite par la cyclosporine et augmenter I’ activité du systeme
anti-oxydant (catalase et glutathion réduit). Ces résultats suggerent que I’homogeénat rétabli
I”équilibre entre les oxydants et les antioxydants, perturbé par la cyclosporine dans le tissu
hépatique.

Cet effet pourrait étre expliqué par la présence d’ une part des polyphénoles et des lectines,
démontrée dans la présente étude et, d’ autre part, par la présence des oligoé éments : Cu®,
Zn** et Se** accumulés dans la chair de cette espéce qui font partie du systéme antioxydant

non enzymatique (Gomot, 1998 ; Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008; Toader,
2009). La fonction de ces oligodléments seraient de piéger les radicaux I’Oz'. et 'OH*. La

présence de la vitamine C et de la vitamine E qui sont produites par les glandes localisées sur

la peau, empécherait la peroxydation lipidique (Zaafour, 2014).
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Nous pouvons suggérer, des lors, que I’administration de I’homogénat de |’ escargot Helix
aspersa aurait un role thérapeutigue comme agent anti-oxydant dans la prévention de la
toxicité induite par la cyclosporine A et pourrait étre associé au régime chez les patients

greffés.

Dans une deuxieme partie, et dans le but d’'évaluer I'effet anti-inflammatoire des extraits
agueux, hydroal cooligue et organique préparés a partir du pied de |’ escargot Helix aspersa, un
model animal de|’inflammation pulmonaire a été développé, par instillation intra-trachéale de
particules de Séphadex G-200.

C'est un modéle de I'inflammation aigue des bronches et des avéoles. Il est connu que la
progression de la réaction inflammatoire est caractérisee par I'afflux de cellules
inflammatoires circulantes dans le tissu y compris les éosinophiles et les neutrophiles. Ces
cellules inflammatoires pourraient endommager le tissu pulmonaire via la production de
cytokines pro-inflammatoires, de protéases, de la myéoperoxydase, de lysozymes et des
espéeces réactives de I’oxygene ce qui aboutit a la formation de I'cedeme (Dallegri et
Ottonello, 1997 ; Mastrangelo et al., 1998). Il constitue un modéle idéal pour I’ évaluation
des effets anti-inflammatoires des biomol écul es.

Les particules de Séphadex traversent I’ épithélium bronchique et induisent le chimiotactisme
des éosinophiles. Ces derniers provoquent I’ augmentation de la perméabilité des vaisseaux, la
formation de I’ cedeme, la contraction du muscle lisse et I’ hypersécrétion du mucus par les
cellules caliciformes. La présence des e€osinophiles est le résultat de la production de I'I1L-5
par les LTh2. Cette cytokine induit le recrutement des cellules inflammatoires dans le
poumon qui pourrait étre associé a une augmentation de I’ expression de chimiokines, des
cytokines, des médiateurs lipidiques (Namovic et al., 1996 ; Haddad et al., 2002) et la
formation du granulome composeé de macrophages, de monocytes, d’ éosinophiles et de
cellules géantes multinucléées. Le macrophage secréte les protéases, les leucotrienes et des
facteurs chimiotactiques pour les neutrophiles. Une fois dans le tissu pulmonaire, les
neutrophiles jouent un rdle trés important dans I’inflammation. En effet, ces cellules
inflammatoires s'accumulent et commencent a produire dans le parenchyme pulmonaire des
granules contenant des enzymes telles que I’ élastase et la myéloperoxydase (Kierszenbaum,
2002). La présence de protéases au niveau du parenchyme pulmonaire entraine la dégradation

massive des fibres élastiques de la paroi bronchioalvéolaire. Les fibres élastiques sont un
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constituant important des bronches et de la paroi avéolaire; leur destruction provoquerait la

perte de I’ élasticité et laformation de I’emphyseme (Kier szenbaum, 2002).

L’augmentation trées significative de leucocytes dans le BALF du lot Sx indique
I’inflammation du poumon. L’observation de I'inflammation cellulaire dans le tissu
pulmonaire et en concordance avec |’ augmentation dans le taux des leucocytes totaux et dans
le BALF. Plusieurs études ont montré I’augmentation des cellules inflammatoires chez des
rats instillés par le Séphadex en comparaison avec les rats témoins. Evaldsson et al. (2011)
ont démontré une augmentation du taux des leucocytes principa ement des éosinophiles et des

neutrophiles.

Le traitement par les trois extraits agueux, hydroacoolique et organique a diminué
significativement le taux des leucocytes totaux dans le BALF et ont diminué I’ inflammation
observé dans le lot Sx, ce qui indigue un effet modulateur des extraits d'Helix aspersa en

inhibant le chimiotactisme des cellules inflammatoires.

Par ailleurs, I’examen microscopique des coupes histologiques du poumon, a montré une
structure normale de la paroi bronchique avec I’ absence du granulome notamment dans le lot
traité par les extraits aqueux et hydroalcoolique. En revanche, la co-administration du
Séphadex avec |’ anti-inflammatoire non stéroidien (lot Sibu) n'a pas diminué le taux des
leucocytes totaux dans le sang. Cependant, elle I’a diminué dans le BALF. Cette diminution
pourrait ére due a son effet local, au niveau du tissu pulmonaire, en inhibant le

chimiotactisme des cdlules inflammatoires.

L’ administration du Séphadex a provoqué I’ augmentation du poids des poumons suite au flux
du fluide dans ceux-ci. Cerésultat est smilaire a celui obtenu par Evaldsson et al. (2011). Le
traitement par I’ AINS semble aggraver I’ edéme dans les poumons. En revanche, I’ cedeme a
diminué aprés le traitement par les extraits aqueux et hydroalcoolique ou on a enregistré le
méme poids que chez les rats témoins et aucun changement dans le lot qui a regu |’ extrait

organique par rapport aux rats du lot Sx.

L’ augmentation de la concentration des protéines dans le BALF du lot Sx pourrait indiquer
I’augmentation de la production des cytokines inflammatoires. Des études réalisées
auparavant ont montré 1’activation de la production du TNF a, des leucotrienes Cq4, D4 €t E et
de la prostaglandine E2, suite al’ingtillation du Séphadex dans la trachée des rats (Evaldsson
etal., 2011 ; Zhipeng et al., 2012 ; Nagar et al., 2015).
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Le traitement par I’AINS a induit une diminution de la concentration des protéines ce qui
confirme leur effet anti-inflammatoire probablement en bloquant la synthese et |a production
de quelques médiateurs inflammatoires (médiateurs lipidiques) et en agissant sur lavoie COX
notamment la COX2. Les AINS sont parmi les médicaments les plus utilisés dans le monde
en raison de leur effet anti-inflammatoire et anti-douleur. Leur principal mode d action est
I"inhibition de I’enzyme pro-inflammatoire cyclooxygénase ou COX. Il existe des AINS
inhibiteurs non sélectifs de COX qui inhibent a la fois la COX 1 et la COX 2 et des
inhibiteurs sdlectifs de COX 2 (Helms, 2006 ; Gautam & Jachak, 2009 ; Rang & Dale,
2012).

Afin de valider I'inflammation au niveau du poumon, de vérifier I'implication des
neutrophiles, et de comprendre le mécanisme inflammatoire, nous avons dosé I’ activité de la
myéloperoxydase. La myéloperoxydase est le constituant maeur des granules des
neutrophiles. C’est une enzyme hémique avec une activité peroxydase et de chloration. Elle
utilise I'H,O, pour produire I’ acide hypochloreux (HOCI), un oxydant fort. Elle possede une
activité bactéricide et cytotoxique (Serteyn et al., 2003) . Les résultats ont montré une forte
activité de cette enzyme dans le BALF du lot qui a regu le Séphadex par instillation intra-
trachéale. Le traitement par les extraits agueux, hydroalcoolique et organique a entrainé une
diminution de cette enzyme dans le BALF. L'’utilisation d'un anti-inflammatoire non
stéroidien a également diminué I’ activité de la M PO.

L’ éévation de I'activité de la MPO indique une importante activation des neutrophiles, la
présence du peroxyde d hydrogéne refléte un stress oxydatif au niveau des cellules
pulmonaires qui résulte d’'une réaction inflammatoire incontrélée et une dégranulation
massive des neutrophiles (Serteyn et al., 2003). Elle peut engendrer une destruction locale
du tissu (Serteyn et al., 2003). Dans I'inflammation aigue, la concentration de la MPO
augmente dans |es alvéoles en corréation avec une activité oxydante dans le liquide du lavage
alvéolaire, avec le nombre des neutrophiles et avec d autres produits de leur dégranulation tel
gue |’ élastase (Eiserich et al., 1998 ; Mathy Hartert et al., 2000). De plus, la MPO désactive
les anti-protéases, ce qui permet a |’élastase de passer dans le liquide bronchoalvéolaire
(Suter et al., 1992). Elle diminue également les défenses antioxydantes (Winter-bourn et
Brennan, 1997). L’augmentation de I’ activité de la MPO pourrait étre également due a la

production des ROS par les cellules pulmonaires sous |’ effet du Séphadex.
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La diminution de I’ activité de la MPO dans les lots traités par les trois extraits indique que
ces derniers ont rétabli un équilibre entre les oxydants et les antioxydants au niveau du tissu
pulmonaire. On pense également que cette diminution est due ala diminution de I’ activité des
neutrophiles dans le BALF en inhibant la production de I’ @astase ou par |I’inhibition de leur
adhésion a I’endothélium et leur migration trans-endothéliale. L’activité hémagglutinante
d’'Helix aspersa pourrait jouer un role dans I'inhibition de I'adhésion et du processus de
diapédese par interaction des molécules agglutinantes contenues dans les extraits avec les

molécules d’ adhésion exprimeées sur les cellules endothéliaes telle que la sélectine E.

Nos résultats montrent que des extraits d'Helix aspersa avaient un effet sur I’inflammation
pulmonaire. A notre connaissance, aucune étude préalable n'a encore évalué I’ effet anti-
inflammatoire sur les poumons des différents extraits de ce gastéropode. Cependant, notre
équipe a évalué |’ effet protecteur de sa bave contre une colite chimio-induite. Les auteurs ont
montré que la bave diminue I’ inflammation induite par I’ acide acétique au niveau du colon et
ont suggeré que les molécules bioactives contenues dans la bave du mollusgue ont un effet
antioxydant en diminuant la peroxydation lipidique (Hatuikulipi et al., 2016).

L’ activité antitumorale des extraits aqueux, hydroalcoolique et organique d' Helix aspersa a
également été évaluée. Dans une premiére partie nous avons évalué |’ effet cytotoxique des
extraits aqueux et hydroal coolique contre deux lignées tumorales du lymphome cutané Hut-78
et SeAx. Dans une deuxiéme partie, nous avons mesuré |’ effet antiprolifératif des extraits
hydroalcoolique et organique contre des lignées cellulaires normaes (MK2) et tumorales
matricielles (A549 et Huh7) et une lignée tumorale liquide (K562). Les trois extraits préparés
a partir du gastéropode ont montré une activité cytotoxique contre les lignées tumorales
testées. En effet, I’ extrait aqueux, utilisé a la dose de 50pg/mL, ainduit 44,09% de mortalité
dans la lignée tumorale Hut-78 et 31,47% dans la lignée tumorale SeAx. L’extrait
hydroacoolique utilisé a la méme concentration (50ug/mL) a induit 29,9 % de mort
cellulaire de lalignée Hut-78 et 25,0% pour lalignée SeAx. Nous avons montre que |’ extrait
aqueux était plus cytotoxique que I’ extrait hydroalcoolique envers la lignée tumorale HUT-
78. Ce résultat pourrait s expliquer par la composition chimique de I’ extrait aqueux ainsi que
par les caractéristiques de lalignée tumorale Hut-78.

Les deux lignées tumorales Hut-78 et SeAx dérivent en effet du sang périphérique de patients
atteints du syndrome Sézary ageés respectivement de 50, et 70 ans. La lignée tumorale Hut-78

est résistante a 1’apoptose, ce sont des lymphoblastes produisant I’IL-2 et le TNFa. Ils
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expriment I’ [L-2R et sont CD,". Elles présentent des mutations touchant les génes myc et p53
(Woetmann et al., 2007). Parmi les caractéristiques moléculaires et fonctionnelles de la
lignée tumorale SeAx, on peut citer une activité aberrante de Jak3 (Janus Kinase 3) et de
STAT3 (Signa Transduser and Activator of Transcription 3), une résistance al’ apoptose et a
I’inhibition de la croissance par I'lFN, ainsi que la production de IL-5, IL-6, IL-13 €t le
VEGF. Lalignée tumorale SeAx est CD5', CD4" et CDg (Woetmann et al., 2007).

Par |a suite, nous avons également anal ysé la morphologie des noyaux et la condensation de la

chromatine de lalignée tumorale Hut-78 incubées avec |’ extrait aqueux.

L’ utilisation du colorant nucléaire Hoechst nous a montré que les cellules tumorales incubées
en présence de I’ extrait agueux apparaissent en apoptose avec des noyaux fragmentés et une
chromatine trés condensée. Ces résultats doivent étre confirmés par une analyse de
I’ expression des génes apoptotiques.

Letest MTT arévélé que I’ extrait hydroalcoolique a une activité antiproliférative de 15% sur
la lignée tumorae hépatocytaire Huh7. En revanche il n’a aucune activité envers la lignée
cellulaire normale MK2 ains que les deux lignées tumorales A549 et K562. L’extrait
organique n'a pas deffet sur la lignée cellulaire normale MK2, ni vis-avis les lignées
tumorales K562 et A549. En revanche, il aentrainé 50 % d'inhibition de la lignée tumorae
Huh7. Ces résultats montrent un effet sdectif des molécules des extraits organique et
hydroalcoolique vis-avis des lignées normales et cancéreuses. Nous suggeront que la
présence des polyphénols et de lectines serait responsable de I'activité antiproliférative

observée.

Peu de travaux ont évalué, jusgu’ a présent, |’ effet antiprolifératif du mollusgue Helix aspersa.
En 2013, notre équipe a démontré une activité trés cytotoxique de I’ extrait agueux vis-avis
cellules tumorales du cancer du sein. Il a éé démontré que |’ extrait induit une nécrose dans
ces cellules en diminuant le taux de Bcl-2 dans la lignée tumorale HS578T et a été suggeré

gue les lectines et |es polyphénols en soient responsables (El ouar et al., 2013).

Récemment notre équipe a aussi montré un effet protecteur du méme extrait contre
I” hépatotoxicité induite par un carcinogéne chimique La N-méthyl-N-nitrosourée (ou N-
nitroso-N-méthylurée). L’ extrait a inhibé le processus de la carcinogénése dans le foie et a
stimulé la différentiation des macrophages en cellules géantes dans la rate (El Ouar et al.,

2016). En 2014, Antonova et ses collaborateurs ont déemontré un effet antiprolifératif contre
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plusieurs lignées tumorales de I"hémocyanine d' Helix aspersa; une molécule responsable du
transport de gaz chez les mollusques (Antonova et al., 2014). Des travaux ont pu mettre en
évidence des propriétés immunostimulantes et anti-tumorales de I’hémocyanine (Burke et al .,
1977). Chez I'homme, la protéine permet de détruire les tumeurs et d'activer le systéme
immunitaire (Lamm et al., 2000). D’autres études ont démontré ces mémes effets sur
plusieurs types de cancers, dont le cancer du sein, de la prostate et du pancréas (Riggs et al.,
2002). Le mécanisme d'action de I'hémocyanine impliquerait un effet immuno-modul ateur
sur divers types de cellules immunitaires, conduisant a |’ apoptose des cellules malignes
(Tzianabos, 2000).

D’ autres travaux ont été menés sur d’ autres mollusques. Une équipe de chercheurs a mis en
évidence un glycosaminoglycane (acharan sulfate) dans la chair de I'escargot africain:
Achatina fulica (Kim et al., 1996). Cette molécule dont le poids moléculaire est de 114 kDa
est secrétée a la surface suite a une stimulation de |I’animal (Jeong et al., 2001) et possede
plusieurs activités biologiques, notamment I’ inhibition de la croissance de la tumeur chez des
souris greffées par des cellules de sarcome. Cette activité anti-tumorale serait due a son action
inhibitrice de I’ angiogénése par la diminution de I’ expression de FGF ainsi que la formation
des tubes in vivo induite par le VEGF (Ghosh et al., 2002 ; Lee et al., 2003). L’acharan
sulfate peut aussi augmenter la production des cytokines (TNFa et IL-1pB), ’expression in
vitro des molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2, le CD40 ainsi que les molécules de
présentation de |’ antigéne CMH |1 par des cellules dendritiques immature (Kim et al., 2007).

D’autres chercheurs se sont intéressés a |'étude de peptides isolés a partir de plusieurs
éponges marines dont la majorité sont des peptides cycliques. Ces cyclopeptides sont des
métabolites secondaires qui possedent de nombreuses activités biologiques notamment
I’activité anticancéreuse (Malaker & Shah, 2013). Un de ces peptides a été testé sur des
lignées tumorales. Il a éé montré qu'il induit I’apoptose dans ces lignées tumorales en
activant la caspase-3 et en diminuant |’ expression de la bcl-2 (Odaka et al., 2000 ; Cioca et
al., 2002). Ce méme peptide a un effet antimitotique suite a sa capacité de liaison alatubuline
(protéine des microtubules, constituant majeur du cytosquelette) (Gamible et al., 1999 ;
Loganzo et al., 2003).

D’autres peptides ont été isolés a partir de plusieurs mollusques, dont on peut citer: la
contoxine. Comme son nom I'indique, ce peptide a été isolé a partir d'un escargot marin

appartenant au genre Conus (Malaker & Shah, 2013). Ces peptides ont plusieurs effets:
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e Un effet antimitotique en inhibant |'assemblage des microtubules et leur
polymérisation ; bloquant ainsi les cellules cancéreuses en métaphase (Poncet et al.,
1999).

e Un effet antitumoral en induisant un désordre dans la fonction lysosomiae, ce qui
entraine lamort cellulaire (Garcia-Rocha et al., 1996).

e Un effet bloguant de I'expression de quelques génes codant pour des enzymes
impliquées dans la réplication de I’ADN et la prolifération cellulaire induisant ainsi

I’inhibition de la croissance et de I’invasion tumorale (Martin-Algarra et al., 2009).

Afin d examiner I’ activité antiproliférative des extraits aqueux et organique sur les lignées
tumorales HUT-78 et SeAx, nous avons évalué la production de I'une protéase impliquée
dans I’angiogénése et I'invasion tumorale. La cellule tumorale a la capacité de subir des
métastases et d'envahir les tissus sains, grace a la présence d'une famille de protéases
appel ées métalloprotéinases (MMPs). Ces enzymes déegradent les composantes de la matrice
extracellulaire et permettent aux facteurs pro-angiogéniques séquestrés dans la MEC de se

libérer.

La MMP-9 est une protéase de 92 kDa, produite par plusieurs types cellulaires notamment les
cellules inflammatoires telles que les macrophages, les neutrophiles, les mastocytes, les
cellules dendritiques et les lymphocytes T (Coussens et al., 2000 ; Pollard, 2012 ). Elles ont
été largement impliguées dans |’ invasion tumorale et |es métastases (Antonicelli et al., 2012).
En effet, plusieurs éudes ont montré un lien entre la surexpression de la MMP-9 et le
développement tumoral (Hanahan & Weiberg, 2000 ; Egeblad & Werb, 2002 ; Overall &
Kleifield, 2006).

La synthése de la MMP-9 est régulée par plusieurs facteurs de transcription : le NFkB, AP-1,
AP-2 et SP-1 (St-Pierre et al., 2004). Ces facteurs peuvent activer plusieurs cascades de
transduction notamment la voie activant la protéine kinase C (PKC) et la voie des
MAPKinases. (Roy, 2007). Son inhibition est assurée par quelques cytokines via la cascade
de transduction de JAK/STAT, (figure 54) (Ramana et al., 2000).

En comparant nos résultats avec les témoins positifs et négatifs, nous avons constaté que la
stimulation des deux lignées tumorales de lymphome cutanés Hut-78 et SeAx par les deux
extraits agqueux et hydroal coolique avec des concentrations de 1ug/mL, 5ug/mL, 10pg/mL et

50pg/mL, , n’a pas entrainé une modification dans I’ expression de laMMP-9.
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Figure 54 : Représentation schématigue des voies de signalisation impliquées dans le

contréle de |’ expression des MMPs (Rannou et al., 2005).

L’ absence d effet des extraits indique que les différentes molécules contenues dans les deux
extraits agueux et hydroal coolique n’ainduit aucune modification au niveau moléculaire dans
la cascades de transduction qui peuvent activer I’ expression de laMMP-9 dans la lignée SeAx
ou inhiber la production de cette protéase dans la lignée tumorale HUT-78.

L’analyse des résultats obtenus in vivo et in vitro a montré que les trois extraits aqueux,
hydroalcoolique et organique préparés a partir du pied du gastéropode Helix aspersa
présentent plusieurs activités biologiques. Nous avons essayé de fractionner les proténes
solubles a partir de la chair d'Helix aspersa en rédisant une précipitation au sulfate
d’ammonium, suivie d'une chromatographie sur colonne échangeuse d'anions. Apres
précipitation de I'extrait brut d'Helix aspersa, deux fractions ont été obtenues par
centrifugation et dialysées contre de I’eau. La lecture de |’ absorption ultraviolet ainsi que
I’ électrophorese SDS-PAGE, indiquent que seulement I’ extrait C contient des protéines. Une
activité enzymatique dans la fraction C a été détectée en utilisant trois substrats fluorophores
synthétiques (Z-Arg-Arg-AMC, Z-Phe-Arg-AMC, Boc-GIn-Ala-Arg-AMC). Cette activité a
augmenté apres le fractionnement par chromatographie sur Q-Sepharose. En effet, nous avons

enregistré une activité protéol ytique dans la fraction P1 envers le substrat Z-Arg-Arg-AMC et
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une forte activité enzymatique dans la fraction P2 envers le méme. Cependant, nous n’ avons
détectée aucune activité enzymatique dans la fraction P3, ce qui indique I'absence de
protéases susceptibles de cliver les substrats utilisés. Par ailleurs, une forte diminution de
I’ activité protéolytique a été enregistrée dans la fraction P2 aprés I’ utilisation de I’inhibiteur
de protéase a sérine (pefabloc) ce qui suggere la présence de cette classe de protéases. Aprés
I’utilisation de I’iodocétamite, un inhibiteur de protéase a cystéine, nous avons constaté une
tres faible diminution de I’ activité protéolytique dans la fraction C et dans P2 ce qui montre
gue l'activité protéolytique est principalement due a des protéases a serine ou éventuellement
a d'autres classes de protéases non investiguées dans cette étude. Par ailleurs, on peut exclure
la présence de protéases a cystéine dans P1 puisquaucune diminution de l'activité

enzymatique n'a été notée en présence de I'iodoacétamide.

L’ activité antiproliférative en utilisant le test MTT des extraits C et F ainsi que les fractions
obtenues par chromatographie échangeuse d'anions a été évaluée contre plusieurs lignées
cellulaires normale (MK ?2) et tumorales (A549, Huh7 et K562).

La fraction C qui représente I’ extrait protéque total présente une activité antiproliférative
contre la lignée cellulaire normale MK2 et un tres faible effet antiprolifératif contre la lignée
tumorale Huh 7. Cependant, elle n"a montré aucune activité sur les lignées tumorales A549 et
K562.

Les fractions P1, P2 et P3 obtenues apres la chromatographie échangeuse d'anions de
I’extrait C ont des effets variables vis-avis des lignées testées. La fraction non retenue de la
chromatographie échangeuse d’'anions (P1) était tres riche en protéine de différents poids
moléculaire. L’analyse SDS-PAGE a révélé la présence de plusieurs bandes protéiques
difficiles a identifier & I’ exception de deux populations protéiques dont le poids moléculaire
varie respectivement entre 14,4 et 21,5 kDa et 7 kDa. De plus, P1 n’ était pas toxique contre
les lignées utilisee y compris la lignée cellulaire normale. |l faut rappeler que le test de
I’activité enzymatique ainsi que I'utilisation des inhibiteurs a révélé la présence d une
protéase de type protéase a sérine. Vu la faible activité on suppose que |I’enzyme était en

faible concentration.

Quant a la fraction P2 qui représente la premiére fraction retenue sur la chromatographie
échangeuse d'anions, nous avons noté qu’elle est aussi riche en protéines que P1. L’ analyse
SDS-PAGE a révélé la présence de deux bandes protéiques majoritaires dont le poids
moléculaire est supérieur a 66,5 kDa, une bande avec un poids moléculaire apparent  de 26
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kDa environ, une autre avec un PM inférieur & 14,4 kDa et une bande avec un PM inférieur &
14 kDa. L’étude de I’ effet anti-prolifératif a montré une tres forte activité contre la lignée
tumorale liquide lymphoblastique K562 avec une inhibition de 38%. Cet effet pourrait étre di
a la présence de la/des protéase/s a sérine mais des études complémentaires doivent étre
réalisées pour confirmer cette hypothése, notamment par |'utilisation d'échantillons actifs et

bloqués.

Matsuura et al. (2016), ont pu isoler une protéase a sérine homologue au granzyme A chez
les mammiferes, a partir d’un poisson et ont pu mettre en évidence sont activité cytotoxique.
Le granzyme est une enzyme clé dans I'immunité cellulaire. Elle joue un réle crucial dansla
réponse anti-tumorale. Les cellules tumorales peuvent étre détruites par une activité des
effecteurs cytotoxiques spécifiques (LTc) et non spécifiqgues (NK). Le mécanisme de
cytotoxicité cellulaire induite par ces cellules cytotoxiques a été bien caractérisé ; les granules
cytotoxiques contenant la perforine et le granzyme sont produites a I’ extérieur de la cellule
(Peters et al., 1991). La perforine perturbe la membrane plasmique de la cellule cible et les
granzymes peénetrent dans le cytoplasme (Trapanie et Smyth, 2000). Une fois dans le
cytoplasme les granzymes hydrolysent des molécules apoptotiques et activent des signaux

apoptotiques.

Ces granzymes sont des protéases a serine d’ un poids moléculaire de 26 kDa (Matsuura et
al., 2014; Matsuura et al., 2016). Quatre activités enzymatiques différentes ont été
reportées : tryptase (clive aprés les résidus Arg ou Lys), asp-ase (clive aprés Asp), chymase
(clive apres Trp, Phe ou Tyr) et met-ase (clive apres Met) (Kam et al., 2000 ; Matsuura et
al.,2016). Dans la cellule cible, le granzyme A possede plusieurs substrats cellulaires et peut
activer |’ apoptose par deux voies: une apoptose caspase-dépendante (Andrade et al., 1998)
apres | hydrolyse de la caspase 3 et une voie indépendante des caspases (Chowdhury et al.,
2006) (figure 55).

La fraction P3 n’a révélé aucune activité enzymatique. L’ analyse par SDS-PAGE arévelé la
présence de 3 bandes protéiques majeures : une bande d’ environ 80 kDa, une autre de 31 kDa
et des bandes de PM situés entre 16 et 16 kDa. Cette fraction n’a pas montre d’ effet anti-
prolifératif contre la lignée cellulaire normale MK2 et la lignée tumorale K562. Cependant,
elle Sest montré toxique contre les lignées tumorales matricielles A549 et Huh7. Ces
résultats suggerent la présence d’ un mécanisme de cytotoxicité exercé par les différentes

molécules de cette fraction et qui est différent du précédent (de la fraction P2). Des études
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plus approfondie seront nécessaires afin de pouvoir mettre en évidence le mécanisme

impligué dans cette toxicité vis-a-vis de ces deux lignées tumorales matricielles.

L’analyse du filtrat n"a montré aucune activité enzymatique. Le profil éectrophorétique a
révélé I’ absence de bandes protéiques. L’ extrait F, représentant le surnagent obtenu aprés la
précipitation des protéines, pourrait contenir autres molécules de nature non protéque telles
gue les polyphénoles, les sucres ... etc. Le test MTT a montré une toxicité de cet extrait
contre les lignées adhérentes normales et tumorales (MK2, HUH7, A549) et une tres faible
activité cytotoxique sur la lignée tumorale liquide (K562). Ce dernier résultat pourrait nous
renseigner indirectement sur I’ origine de latoxicité de I’ extrait aqueux contre lalignée liquide
de lymphome cutané HUT-78 et SeAx qui pourrait sexpliquer par la présence de protéases a

sérine

[

HMGD APET
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Figure 55: Voies de granzymes dans I’ induction de la mort cellulaire dansla cellule cible (3).
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Conclusion et perspectives

Dans le cadre de ce travail, nous avons évalué | es effets biologiques de plusieurs extraits issus
du gastéropode terrestre Helix aspersa: effet anti-inflammatoire, effet anti-angiogénique et

effet antitumoral. De multiples effets ont été observeés :

« L’évaluation de I’ effet protecteur in vivo de I’homogénat chez les rats traités avec un
meédicament immunosuppresseur (cyclosporine A) a révélé un effet bénéfique contre
I” hépatotoxicité induite par I'immunosuppresseur. En effet, I’homogénat aurait un
effet anti-oxydant en inhibant la peroxydation lipidique et en activant la production de
la catalase et e glutathion réduit. Chez les mémes animaux, |’ homogénat a stimulé la

prolifération des leucocytes en particulier les lymphocytes.

% L’administration des extraits aqueux, hydroalcoolique et organique a la concentration
de 1 mg/mL, chez les rats présentant une inflammation pulmonaire a montré une
activité anti-inflammatoire due probablement a une diminution du taux des leucocytes
totaux dans le sang et dans le liquide broncho-alvéolaire. Les extraits ont réduit la
taille du granulome provoqué par le Séphadex. Les deux extraits aqueux et
hydroalcoolique ont diminué I’cedeme. Les trois extraits présentent un effet anti-
oxydant au niveau du poumon en diminuant |’ activité des neutrophiles qui résulterait
de I'inhibition de I’ activité de la myéloperoxydase. Ces extraits ont auss induit une
diminution du taux des molécules inflammatoires dans le liquide broncho-alvéolaire.
Au niveau tissulaire, nous avons montré que les trois extraits ont diminué I’ infiltration
des cellules inflammatoires dans les avéoles pulmonaires, causées par les particules
du Séphadex, et ont inhibé la dégradation tissulaire en modulant I’activité des
neutrophiles.

+ Les deux extraits hydroalccolique et organique ne se sont pas averés toxiques sur la
lignée normale MK 2. En revanche, ils ont montré un effet anti-prolifératif sur lalignée
tumorale hépatocytaire Huh7. Les deux extraits EA et EH ont induit une cytotoxicité
enversles deux lignées de lymphomes cutanés Hut-78 et SeAx. En effet, I' EA ainduit
une condensation de la chromatine et une fragmentation nucléaire, alors que EA est

suppose induire |’ apoptose des cellules T du lymphome cutané.
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Par ailleurs, les deux extraits EA, et EH n’ont montré aucun effet sur |’ expression de
laMMP-9.

L’ extraction des protéines solubles par précipitation au sulfate d ammonium nous a
permis d'obtenir deux types d'extraits. un extrait protéique appelé C, et un extrait non
protéique F. L’extrait protéique C a révélé la présence de bandes protéques de
différents poids moléculaires. De plus, les tests d'inhibition en utilisant des inhibiteurs
spécifigues ont montré |'existence dans cet extrait dau moins deux familles de
protéases, des protéases a sérine et a cystéine. Malheureusement, cet extrait a révélé
une activité toxique contre la lignée normale MK2, excluant sa possible valorisation
en tant que produit cytotoxique. Le fractionnement de cet extrait sur une colonne Q-
Sépharose a donné 3 fractions. Une fraction non retenue (P1) se caractérisant par une
faible activité de type protéase a sérine et ne présentant aucune activité cytotoxique.
Une fraction retenue (P2) caractérisée par la présence d'une activité a la fois de type
protéase a sérine et acysténe.

Le test MTT arévélé une activité antiproliférative de cette fraction. En effet, elle a
montré une forte activité toxique sur la lignée K562, une faible activité
antiproliférative contre la lignée matricielle Huh7 et aucun effet sur les cellules
normales MK2. Cet effet cytotoxique est probablement associé a l|'activité de type
protéase a sérine détectée dans cet extrait. Concernant la troisieme fraction protéque
(P3), nous avons pu monter gqu'elle ne contient pas d'activité de type protéases a sérine
et/ou a cystéine mais présente un effet antiprolifératif contre les deux lignées
matricielles A549 et Huh?.

Finalement, I'extrait non protéque (F) n'est doté d'aucune activité protéol ytique mais a
montré un effet cytotoxique envers toutes les lignées testées, y compris la lignée non

cancéreuse.
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En conclusion, Helix aspersa collecté a partir de différentes régions de I'Est agérien
contient des molécules bioactives qui présentent un effet stimulateur sur les cellules
immunitaires et modulateur sur I’'inflammation, un effet anti-tumoral en induisant |’ apoptose
dans les cellules tumorales et pas d’ effet anti-angiogénique (pas d’inhibition de la production
delaMMP-9).

Au terme de cette étude, certains aspects s averent tres intéressants a poursuivre. |l s agit

notamment:

e disoler, purifier les polyphénols et les flavonoides présents dans les extraits d’ Helix
aspersa, en utilisant différentes techniques chromatographiques, les identifier. On
pourrait également valoriser leurs effets anti-oxydants, anti-inflammatoires, et anti-
tumoralsin vitro.

o de tester les effets anti-inflammatoires des divers extraits sur un modele anima de
I’inflammation chronique.

e d'évauer |'effet de ces extraits sur la production de molécules inflammatoires in vitro
et in vivo.

e detenter de purifier et de caractériser la/les lectine/s d'Helix aspersa et d’ évaluer son
effet sur des lignées tumorales.

e danayser I'expression des génes apoptotiques et anti-apoptotiques ains que les
molécules impliquées dans | es différentes voies de signalisation de I’ apoptose.

e detenter de purifier et de caractériser les protéases a sérine et a cystéine détectées dans
les divers extraits et de tenter d'éablir une relation directe entre I'effet cytotoxique
observé dans cette étude et |'activité protéolytique. Pour ce faire, on pourrait utiliser
ces protéases purifiées sous leurs formes catal ytiquement actives et celles bloquées de
maniére specifique et irréversible. Ces études peuvent étre réalisées a la fois in vitro

mais auss in vivo en utilisant des modé es animaux de I'inflammation et du cancer.
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Annexes

ANNEXE 1

Préparation des colorants

1.

Préparation du May —-Grunwald -Giemsa

a) Préparation du May-Grunwald (solution mére)

Dans un bécher, écraser 0,6g de May-Grunwald en poudre dans un mortier.

Faire dissoudre la poudre dans 200ml d’ éthanal.

Mettre le bécher dans |’ étuve a 50° pendant 15min.

Agiter al’aide de I’ agitateur magnétique pendant 1heure puis laisser décanter 48h

Filtrer en utilisant le papier wattman.

Stocker al’abri delalumiére.

b) Préparation du Giemsa (solution mére)

Dissoudre 0,75 g de Giemsa en poudre dans 65 ml de méthanol

Laisser décanter au fond du bécher.

Agiter d'une fagon circulaire pendant 3min.

Ajouter 65ml de Glycérol.

Remuer d'une fagon circulatoire dans le méme sens 3 fois par jours et pendant 4
jours puisfiltrer avec du papier wattman.

Stocker al’abri delalumiére.

Dilutions des color ants

-Lefixateur: May-Grunwald doit étre utilise sans dilution.

-Le Giemsa est dilué a 1/10°™:

2.

v" 10ml de Giemsa
v" 10ml de méthanol
v 80ml d'eau distillée

Préparation du réactif Bradford :
Dissoudre 100 mg Bleu de Coomassie G-250 dans 50 ml d’ é&hanol 95 %.

Rajouter a cette solution 100 ml d’ acide phosphorique 85 % (w/v).
QSP 1L d'eau distillée.
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ANNEXE 2
Préparation des solutions utilisées dansla technique de zymographie
Préparation du gel de compression
250ul d’ acrylamide 30%
1,337ml d’eau distillée
475ul de Tris0.5M, pH 6.8
18.75ul de SDS 10%
1.9ul TEMED
18.75ul ' APS
Préparation du gel de séparation
1.5ml d’acrylamide a 30%
1.25ml de TRIS 1.5M, pH 8.8,
50ul de SDS &10%
2.5ul de TEMED (Tétra-Méthyl-éhyleneDiamine)
50ul d’ APS (persulfate d’ ammonium)
1.65ml d’eau distillée
0.5ml de gélatine (1%)
Tampons:
Tampon de migration (5x)
10g de SDS ou 100ml de SDS 10%
30g de Tris
1449 de glycine
Qsp 2000ml d’ eau distillée
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Tampon d’incubation (pH 7.6)
121.2g de Tris-HCI (50 mM)
15.1g de CaCl, (5 mM)
237.8g de NaCl (200mM)
Qsp 2000ml d' eau distillée
Solution de coloration des gels:
0.5g de bleu de Coomassie G-250
50ml d’ acide acétique glacial
200ml de méthanol
QSP 500ml d'H0
Solution de décoloration :
Acide acétique a 10 % (v/v)

Méthanol a20 % (v/v)
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Absorbance a 595 nm

0,7 - y=0,137x-0,142 ®

Concentrations

Figure 56: Gamme d’ étalonnage réalisée avec laBSA.

Absorbance a 750 nm

3 y =0,480x - 8,903
R?=0,872

Concentrations

10

Figure 57 : Gamme d’ étalonnage réalisée avec |’ acide gallique.
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Figure 58 : Gamme d’ étalonnage du MDA.
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Figure 59 : Gamme d’ étalonnage réalisée avec le Glutathion réduit.
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ANNEXE 4

Tableau de précipitation au sulfate d’ammonium

% de saturation en sulfate d'ammonium & 0°C
20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 7O 75 BO 85 90 95 100

grammes de sulfate d'ammonium & ajouter & un litre de solution:

106 134 164 194 2246 258 291 326 361 398 436 476 516 559 603 650 697 0
79 108 137 166 197 229 2462 206 331 368 405 444 484 526 570 615 662 5
53 81 109 139 149 200 233 266 301 337 374 412 452 493 535 581 4627 10
26 54 82 111 141 172 204 237 271 306 343 381 420 460 503 547 592 15
0 27 55 83 113 143 175 207 241 276 312 349 387 427 469 512 557 20
0 27 56 84 1156 146 179 211 245 280 317 3556 395 436 478 522 25

0 28 55 85 117 148 181 214 249 285 323 362 402 445 488 30

0 28 57 &7 118 151 184 218 254 291 329 369 410 453 35

0 29 58 8% 120 153 187 222 258 296 335 376 418 40

0 29 5% 90 123 156 190 226 263 302 342 383 45

0 30 60 92 125 159 194 230 268 308 348 50

0 30 &1 93 127 161 197 235 273 313 55

0 31 62 95 129 164 201 239 279 &0

0 31 &3 97 132 168 2056 244 65

0 32 &5 99 134 171 209 70

0 32 66 101 137 174 75

0 33 &7 103 139 80

0 34 &8 105 85

0 34 7O g0

0 35 95

(9.0 D) WNUOLWILWD, P 8|DJINS U8 S|DIjIU UOIDINDS 9
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Résumé

Bien que le domaine de la biotechnologie ait connu ces derniéres années un développement
extraordinaire, les thérapeutiques restent insuffisantes et peuvent provoquer des effets
secondaires chez les patients. Helix aspersa est un mollusque terrestre tres répandu dans les
pays méditerranéens et fait partie du patrimoine culinaire de plusieurs populations. 1l possede
plusieurs effets thérapeutiques connus depuis des siécles. L’ une des principales perspectives
de notre étude est | évaluation des effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique
de ce gastéropode. Trois extraits ont été préparés a partir de la chair d' Helix aspersa : extrait
agueux, hydroalcoolique et organique. L’ activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée
in vivo en mesurant le taux des globules blancs, en évaluant |’ activité des myé operoxydases
et en anaysant I'histologie du poumon. L’analyse des résultats a montré que les extraits
avaient une activité anti-inflammatoire en diminuant le taux des leucocytes, en protégeant le
tissu pulmonaire, et en modulant I’ activité des neutrophiles . L’ activité antiproliférative des
extraits a été évaluée par le bleu trypan et par le test MTT in vitro, sur plusieurs lignées
cellulaires MK2, A549, HUH7, K562, HUT-78 et SeAx. La condensation de la chromatine et
la fragmentation nucléaire ont éé évaluées par le test Hoechst dans les lignées HUT-78 et
SeAXx, en présence de I'extrait agueux. Les extraits agueux et hydroalcoolique avaient une
activité antiproliférative contre les lignées tumorales HUT-78 et SeAx. L’extrait aqueux a
induit une apoptose dans les cellules HUT-78 et SeAx. Les extraits hydroalcoolique et
organique avaient une activité antiproliférative sur lalignée tumorale HUH7. Les trois extraits
n'étaient pas toxiques sur la lignée celulaire normale MK2. L’expression dune
métalloprotéinase impliquée dans |’ angiogénese «MMP-9 » dans les deux lignées HUT-78 et
SeAx incubées avec les extraits agqueux et hydroalcoolique, a également été appréciée par la
méthode de zymographie. Les deux extraits n’avaient aucun effet sur la production de cette
protéase. A la fin, nous avons réalisé une extraction des protéines solubles & partir de
lyophilisat de la chair de notre escargotet nous avons fractionné cet extrait par
chromatographie échangeuse d anions. L’ activité protéolytique, en utilisant des substrats de
synthese et des inhibiteurs de protéases ainsi que I’ activité antiproliférative des différentes
fractions obtenues ont été mesurées. Certaines fractions contiennent des protéases et avaient
une activité antiproliférative. Cependant, d’ autres n’en contiennent pas mais avaient un effet
toxique sur dautres les lignées tumorales. On a conclu que les extraits agueux,
hydroalcoolique et organique d' Helix aspersa avaient un effet anti-inflammatoire, un effet
anti-tumoral n’avaient pas un effet antiangiogénique (sur la production de laMMP-9).

Mots clés: Helix aspersa, extraits, biomolécules, réaction inflammatoire, cellules tumorales,
protéase, invasion tumoral.



Abstract

Although the field of biotechnology has developed extraordinarily in recent years, therapies
remain ineffective and can cause side effects in patients, which is why the laboratories have
turned to the search for new natural products. Helix aspersa is a terrestrial mollusk that is
widespread in Mediterranean countries and is part of the food habitude. It is an important
source of protein and mineral salts and has several therapeutic effects known for centuries.
One of the main prospects of our study is the evaluation of the anti-inflammatory, anti-tumor
and anti-angiogenic effects. Three extracts were prepared using solvents with different
polarity: an agueous extract, an hydroal coholic extract and an organic extract. Then, a model
of acute pulmonary inflammation was developed to evaluate in vivo the anti-inflammatory
activity of extracts by measuring total white blood cells and white blood cells in
bronchoalveolar fluid, myeloperoxydase activity and analyzing the histology of pulmonary
tissue. Analysis of the results showed that the extracts had anti-inflammatory activity by
decreasing the total leukocyte count in blood and in bronchoalveolar fluid, protecting the
pulmonary tissue by modulating neutrophil activity and decreasing protein concentration in
bronchoalveolar fluid. The antiproliferative activity of the extracts was evaluated by trypan
blue and the MTT test on severa cell lines: MK2, A549, HUH7, K562, HUT-78 and SeAx.
The chromatin condensation and nuclear fragmentation were evaluated by the Hoechst test in
the HUT-78 and SeAx tumor cell line stimulated by the agueous extract. The aqueous and
hydroal coholic extracts had antiproliferative activity against the HUT-78 and SeAx lines. The
aqueous extract induced apoptosis in HUT-78 cells. The hydroal coholic and organic extracts
had an antiproliferative activity on the HUH7 line. The three extracts were not toxic on the
MK2 normal cell line. The antiangiogenic effect was evaluated by measuring the expression
of MMP-9 in the two HUT-78 and SeAx lines stimulated in the presence of the agqueous and
hydroal coholic extracts using was the zymography method. The aqueous and hydroal coholic
extracts had no effect on the production of MMP-9. At the end, we extracted the soluble
proteins from meat lyophilized and we fractionated the extracts by anions exchange
chromatography. The proteolytic activity using synthetic substrates and protease inhibitors as
well as the antiproliferative activity of the different fractions obtained were measured. One of
the fractions contains proteases and has antiproliferative activity against the K562 liquid line.
Nevertheless, other contained no enzymes and had a toxic effect on the matrix tumor lines
A549 and HUHY. It was concluded that the agueous, hydroalcoholic and organic extracts of
Helix aspersa had an anti-inflammatory and an anti-tumor effects, but did not have an anti-
angiogenic effect (on the expression of MMP-9).

Keywords. Helix aspersa, extracts, biomolecules, inflammatory reaction, tumor cells,
protease, tumor invasion.
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Jheme
Recherche et évaluation des activités biologiques de trois extraits d’ Helix aspersa
(aqueux, hydro alcoolique et organique) :
Activités anti-inflammatoire, anti tumorale et anti-angiogénique
Résumé:

Bien que le domaine de la biotechnologie ait connu ces derniéres années un développement extraordinaire, les
thérapeutiques restent insuffisantes et peuvent provoquer des effets secondaires chez les patients. Helix aspersa est
un mollusgue terrestre tres répandu dans les pays méditerranéens et fait partie du patrimoine culinaire de plusieurs
populations. Il possede plusieurs effets thérapeuti ques connus depuis des siecles. L’ une des principal es perspectives
de notre éude est I’ évaluation des effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique de ce gastéropode.
Trois extraits ont été préparés a partir de la chair d' Helix aspersa : extrait agueux, hydroalcoolique et organique.
L’ activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée in vivo en mesurant le taux des globules blancs, en évaluant
I’ activité des myél operoxydases et en analysant I’ histologie du poumon. L’ analyse des résultats a montré que les
extraits avaient une activité anti-inflammatoire en diminuant le taux des leucocytes, en protégeant le tissu
pulmonaire, et en modulant I’ activité des neutrophiles . L’ activité antiproliférative des extraits a été évaluée par le
bleu trypan et par le test MTT in vitro, sur plusieurs lignées cellulaires MK2, A549, HUH7, K562, HUT-78 et
SeAx. Lacondensation de la chromatine et la fragmentation nucléaire ont été évaluées par le test Hoechst dans les
lignées HUT-78 et SeAx, en présence de I’ extrait aqueux. Les extraits aqueux et hydroalcoolique avaient une
activité antiproliférative contre les lignées tumorales HUT-78 et SeAx. L’ extrait aqueux ainduit une apoptose dans
les cellules HUT-78 et SeAx. Les extraits hydroal coolique et organique avaient une activité antiproliférative sur la
lignée tumorale HUH7. Les trois extraits n’ étaient pas toxiques sur lalignée cellulaire normale MK 2. L’ expression
d’ une métalloprotéinase impliquée dans I’ angiogénése «<MMP-9 » dans les deux lignées HUT-78 et SeAx incubées
avec les extraits aqueux et hydroalcoolique, a également été appréciée par la méthode de zymographie. Les deux
extraits n"avaient aucun effet sur la production de cette protéase. A lafin, nous avons réalisé une extraction des
protéines solubles & partir de lyophilisat de la chair de notre escargot et nous avons fractionné cet extrait par
chromatographie échangeuse d’'anions. L’activité protéolytique, en utilisant des substrats de synthése et des
inhibiteurs de protéases ainsi que I’ activité antiproliférative des différentes fractions obtenues ont été mesurées.
Certaines fractions contiennent des protéases et avaient une activité antiproliférative. Cependant, d autres n’en
contiennent pas mais avaient un effet toxique sur d' autres les lignées tumorales. On a conclu que les extraits
agueux, hydroalcoolique et organique d'Helix aspersa avaient un effet anti-inflammatoire, un effet anti-tumoral
N’ avaient pas un effet antiangiogénique (sur la production de laMMP-9).

Mots clés: Helix aspersa, extraits, biomolécules, réaction inflammatoire, cellules tumorales, protéase,
invasion tumoral.
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