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Il est maintenant admis que les biomolécules sont parmi les différents axes de recherche qui

sont actuellement exploités et très dominants. La recherche sur les biomolécules vise à

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, les microorganismes ou

encore les animaux (insectes, invertébrés,…). Depuis des milliers d'années, les êtres humains

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

Les mollusques sont connus pour leur richesse en principes actifs, permettant d’agir à

plusieurs niveaux de l’organisme. Il existe des mollusques marins et autres terrestres. Ils

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 dernières

années, la recherche de produits naturels marins a explosé et beaucoup de nouveaux

composés d’origine marine ont été isolés (Blunt et al., 2009).

Parmi les mollusques terrestres exploités en pharmacologie on trouve les escargots. Ces

gastéropodes ont déjà fait l’objet de criblages biologiques qui ont révélé de réelles propriétés

thérapeutiques (Ghosh et al., 2002 ; Lee et al., 2003 ; Bonnemain, 2005 ; Kim et al., 2007).

Helix aspersa est une espèce d’escargot comestible facile à récolter et très répandue en

Algérie. Elle a été depuis l'antiquité, utilisée en médecine et préparée sous différentes formes

pharmaceutiques (pommade, sirop, etc.). En effet, plusieurs travaux ont constaté l'effet des

substances issues de l'escargot sur la santé humaine : activité mucolytique in vitro, action

inhibitrice sur les cultures de bacilles coquelucheux, 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

mécanismes moléculaires impliqués dans l’inflammation, l’angiogénèse et le 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 l’angiogénèse. La production excessive de médiateurs pro-

inflammatoires pourrait être la cause (Mantovani et al., 2008)..

Les médicaments anti-inflammatoires ont pour cibles la cyclo-oxygénase (COX), des

cytokines (le TNF –α et les interleukines  IL-1 et  IL-6) et le facteur de transcription NF-κB. 

L’usage de ces anti-inflammatoires se trouve confronté à de nombreux effets secondaires tels

que les maladies gastro-intestinales, l’immunodépression, les maladies auto immunes…

(Helms, 2006 ; Rang & Dale, 2012).

L’immunodépression favorise l’inhibition de la surveillance immunitaire normalement

développée par l’organisme et laisse place au développement anarchique des cellules menant

ainsi au cancer et l’échappement tumoral.

Le cancer figure parmi les principales causes de mortalité dans le monde. Selon les

statistiques de l’organisation mondiale de la santé faites en 2013, le nombre de nouveaux cas

a atteint 14,1 millions avec 8,2 millions de décès enregistrés en 2012 dans le monde (Bray et

al., 2013 ; Ferlay et al., 2013) . En Algérie, selon la Société algérienne d’oncologie médicale

(SAOM), durant ces dernières années, les cas de cancer ont augmenté de manière

considérable passant de 80 cas pour 100.000 habitants en 1993 à 120 cas durant les années

2000. Cette maladie se manifeste lorsque le contrôle de la division normale de la cellule est

rompu. De plus, la cellule tumorale acquiert lors des différents stades de son développement

plusieurs mécanismes qui peuvent l’aider à croitre et envahir d’autres tissus:

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

même en présence de signaux inhibiteurs (Hanahan and Weinberg, 2000).

La perte de la communication avec les cellules de son environnement.

Leur résistance à l’apoptose suite à l’inactivation des gènes suppresseurs de tumeur

(exemple :gène P53) et l’expression des gènes impliqués dans la prolifération

anarchique (NFκB). (Ghobrial et al., 2005).

Induction de l’angiogénèse et expression du gène VEGF.

L’angiogénèse est un processus physiologique. Elle peut être activée suite à production des

différents facteurs pro-angiogéniques (VEGF, b FGF, PDGF, TNFα…). Ce mécanisme est 

nécessaire au développement et à la croissance tumorale, permettant l’apport, la diffusion des
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nutriments, l’élimination des déchets, l’invasion tumorale des autres tissus ainsi que les

métastases (Arras et al., 1998; Couffinhal et al., 1999).

Ce processus peut être facilité par l’expression des protéases appelées Métalloprotéinases

Matricielles « MMP » notamment la MMP-9. Cette protéase permet la dégradation de la lame

basale du tissu accueillant la tumeur, et l’induction de l’angiogenèse tumorale nécessaire à la

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

Il existe plusieurs moyens pour confronter ces maladies cancéreuses : la radiothérapie, la

chimiothérapie, etc. Malheureusement, ces différentes thérapies ont également des effets

toxiques sur les cellules saines.

Le système immunitaire regroupe l'ensemble des processus et des mécanismes de défense mis

en œuvre par un organisme pour lutter contre l'attaque d'éléments étrangers ou contre des

éléments endogènes modifiés, tout en assurant une immuno-surveillance adéquate.

Cependant, il joue également un rôle dans la majorité des pathologies telles que les cancers.

Ces maladies sont le résultat d’un défaut dans la surveillance et le contrôle immunitaire de la

prolifération des cellules.

C’est pour cette raison que nous avons tenté de chercher de nouvelles molécules

thérapeutiques qui permetteraient de moduler les différentes actions du système immunitaire

en étudiant les effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique d’extraits du

mollusque terrestre Helix aspersa.

Dans une première partie, nous avons préparé trois extraits : un extrait aqueux, un

hydroalcoolique, et un organique à partir du pied (la chair) de l’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 évalué l’effet antioxydant in vivo de l’homogénat du pied d’escargot

chez le rat, ayant reçu un médicament immunosuppresseur (Cyclosporine A) connu par son

hépatotoxicité.

Ensuite, nous avons évalué l’effet anti-inflammatoire in vivo des trois extraits sur un modèle

d’inflammation aigue pulmonaire chez le rat, en comparant leurs effets à un médicament anti-

inflammatoire.
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L’effet anti tumoral 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

myéloïde chronique : K562) et matricielles (carcinome pulmonaire : A549 et carcinome

hépatocytaire : HUH7).

Nous avons étudié le mode d’action de l’extrait aqueux sur la lignée HUT-78 en évaluant la

condensation et la fragmentation de la chromatine par la coloration Hoechst.

L’effet anti-angiogénique a été apprécié in vitro par quantification de l’expression d’une

protéase impliquée dans l’angiogénèse et l’invasion tumorale (la métalloprotéase MMP-9),

dans deux lignées de lymphome cutané (HUT-78 et SeAx), stimulées par les extraits aqueux

et hydroalcoolique.

La dernière étape consiste à fractionner l’extrait protéique préparé à 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 synthèse 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 de l’espèce Helix aspersa

Il existe en Algérie un très grand nombre d’escargots dont la taille varie de quelques

millimètres à quelques centimètres et dont les plus communs correspondent à Helix aspersa

(petit gris), à Helix pomatia (l’escargot de Bourgogne). Dans la présente étude, nous nous

intéressons qu’à l’espèce Helix aspersa (figure 1). Elle appartient à l’embranchement des

mollusques, la classe des gastéropodes et la famille des Hélicidés (Bonnet et al., 1990) :

Figure 1: L’escargot Helix aspersa (Douafer, 2010)

2- Morphologie de l’escargot Helix aspersa

2-1- La coquille

C’est un animal dont le corps est dépourvu de squelette et avec un aspect mou. Il possède 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 viscérale), (figure 2). Elle est composée de

protéines (2 %) et de minéraux (calcite et aragonite) (Chase, 1986 ; Pirame, 2003).
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2-2- Le pied

L’animal en extension fait apparaitre un muscle appelé le pied. Il aide l’animale à se déplacer.

Le pied comprend une tête sur laquelle se trouvent deux paires de tentacules :

 Tentacules tactiles : antérieures, de petite taille.

 Tentacules oculaires : postérieurs, de grande taille.

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

3- Anatomie de l’escargot Helix aspersa

L’anatomie de l’escargot Helix aspersa est représentée dans la figure 3, elle comprend

l’ensemble des organes et des systèmes.

3-1- Le système digestif

La bouche se prolonge par ce qu’on appelle le bulbe buccal en formant l’œsophage. Ce

dernier se termine par l’estomac. L’estomac se prolonge à son tour et forme l’intestin

(Pirame, 2003).

3-2- Le système nerveux

Le système nerveux d’Helix aspersa est constitué de deux systèmes (Pirame, 2003).

a- Un Système nerveux sympathique : constitué d’une paire de ganglions buccaux qui se

trouve sous le bulbe buccal et une paire de ganglions cérébroïdes qui sont reliés entre

eux par deux cordons nerveux.

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

d’une chaine de ganglions.
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3-3- Le système circulatoire

Son système circulatoire est constitué :

 D’un cœur : constitué d’une seule oreillette et un ventricule (Pirame, 2003).

 De l’hémolymphe : c’est le liquide physiologique d’Hélix aspersa ainsi que d’autres

mollusques terrestres et marins. L’hémolymphe circule dans un système veineux et un autre

artériel. Il est propulsé dans le réseau artériel via deux aortes. Il contient un pigment appelé

l’hémocyanine et des cellules appelées " hémocytes" (Van Holde & Miller, 1995 ; Sanchez

et al., 1998 ; Adamowicz & Bolaczek 2003).

 L’hémocyanine : c’est une molécule de nature protéique de la famille des

métalloprotéines dont le rôle est de transporter l’oxygène (Markl, 2013).

3-4- L’appareil reproducteur :

Il faut rappeler que l’escargot est un animal hermaphrodite ; son appareil génital est formé

de (Pirame, 2003):

- une gonade (ovotestis) : un lieu de formation des cellules sexuelles mâles et femelles

(ovule et spermatozoïde) ;

- un canal hermaphrodite : dont le rôle est l’évacuation des gamètes ;

- l’albumine : une glande blanchâtre dont le rôle est l’élaboration des réserves vitelline ;

- un ovospermiducte (Pirame, 2003)
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Figure 3 : Anatomie de l’escargot Helix aspersa (Pirame,2003)

4- Les différents types 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 été nommée une

glande). Elles sécrètent le mucus à travers les pores entre les cellules épidermiques. Au moins

huit différents types de glandes ont été mis en évidence dont quatre sécrètent différents types

de mucus (Campion, 1960) :

 un mucus protéique,

 un mucus contenant des granules de carbonate de calcium,

 une sécrétion de pigments contenant les flavonoïdes.
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5- Composition biochimique et qualité nutritionnelle de l’escargot Helix aspersa

Des études réalisées sur la chair de l’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 très bénéfiques

qui sont l’acide linoléique et l’acide linolénique. (Gomot, 1998 ; Taoder, 2009). La faible

quantité de lipides dans la chair de cet escargot fait de lui un aliment peu calorique (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 très riches en ions cuivre, en fer et zinc (Tableau

1).

D’autres études ont montré l’accumulation d’un autre élément très important pour le bon

fonctionnement l’organisme humain : le sélénium reconnu par son activité anti-oxydante

(Navarro-Alarcon & Cabrera-Vique, 2008 ; Taoder, 2009).

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

Matière 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/Kg) 10

Cu (mg/Kg) 31

Zn (mg/Kg) 10
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1- Définition de la réaction inflammatoire et ses principaux effecteurs

L’inflammation est une réaction de défense naturelle déclenchée lorsque le corps est menacé

par des agents pathogènes, des cellules endommagées ou des irritants. Cette réponse est

essentielle pour l'être 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

médiateurs biochimiques (tableau 3).

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

Cellules sanguines circulantes Cellules résidentes tissulaires

Neutrophiles

Monocytes

Eosinophiles

Basophiles

Plaquettes

Lymphocytes

Plasmocytes

Macrophages

Mastocytes

Cellules endothéliales

Fibroblastes

Quel que soit le facteur inducteur, la réponse inflammatoire sera la même mais avec des

intensités et des durées variables. La réponse inflammatoire peut être éphémère ; se manifeste

immédiatement après l’invasion de l’agent pathogène et dure jusqu’à 48 h environ. Dans ce

cas elle est appelée inflammation aiguë. Toutefois, elle peut persister des années d’où on

l’appelle l’inflammation chronique.
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Tableau 3 (synthèse) : 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; Morita et al., 1999 ; Bonizzi et al., 2000 ; Serteyn et al., 2003 ;

Kindt et al., 2007)

Médiateurs de

l’inflammation

Membres Source Caractéristiques Effets

Protéines

sériques

La protéine c

réactive

« CRP »

- sécrétée par le foie au

moment de la phase

aigüe de

l’inflammation.

- reconnaitre et se lier

au motif, c

polysaccharide cell

wall retrouvé sur la

surface de certaines

bactéries et

champignons.

- active le système du complément

- entraine l’élimination du pathogène par sa

lyse ou par la phagocytose

Amines

vasoactives

Histamine - produites lors de la

dégranulation des

mastocytes.

- se lie à des récepteurs

retrouvés au niveau

des capillaires et des

veines.

- entraînant une vasodilatation et une

augmentation de leur perméabilité

Médiateurs

lipidiques Leucotriènes

Prostanoides - produits par deux

voies (voie COX1 et

COX2 et la voie lipo-

oxygénase) à partir de

l’acide arachidonique

- propriétés chimiotactiques pour les

éosinophiles et les neutrophiles

- stimulent également la sécrétion de certaines

cytokines : IL-2 et IFNγ 

Platelet

Activating

Factor (PAF)

- L’augmentation de la perméabilité vasculaire.

- La stimulation de l’agrégation plaquettaire.

- L’activation des leucocytes.

Dérivés

d’oxygène et

d’azote

NO les éosinophiles, les

neutrophiles et les

macrophages

- une courte durée de

demi-vie < à 50 sec

- contribuent à l’apoptose, et à la protéolyse de

la MEC .

- impliqués dans la cascade de l’activation du

NFκB par l’IL-1β en tant que second 

messager.

- jouent deux rôles dans le processus

inflammatoire : un rôle pro-inflammatoire et

un rôle anti-inflammatoire.

Enzymes Neutrophiles -enzyme hémique présente dans

les granules des neutrophiles

-activité peroxydase

Cytokines

-IL-1, IL-6

-TNFα 

-IFNα 

- produites par de très

nombreux types

cellulaires.

- molécules solubles.

- nature glycoprotéique.

- faible PM.

- Leur action se fait par

l’intermédiaire de récepteurs

spécifiques.

- permettent le dialogue entre les

cellules.

- régulent la prolifération, l’activation la

différenciation, la survie et la mort

cellulaire.
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1-1- L’inflammation aiguë

Elle est décrite selon quatre étapes : la reconnaissance des signaux de danger, le recrutement

de cellules sur le site d’infection, l’élimination du pathogène et la résolution de

l’inflammation conduisant à un retour à l’homéostasie et à la cicatrisation du tissu lésé

(Barton, 2008).

1-1-1- La reconnaissance des signaux de danger

Elle nécessite une interaction entre une molécule localisée sur les cellules immunitaires et une

autre présente sur le pathogène. En 1989, Janeway a suggéré l’existence d’une classe de

récepteurs spécifiques à l’immunité innée ; appelés PRR ou Pattern Recongnition Pathogen,

(tableau 4). Ils sont nombreux et sont capables de reconnaitre des motifs moléculaires à la

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

pathogènes (Medzhitov & Janeway, 1997 ; Medzhitov, 2001).

En plus des PAMPs, il existe une autre classe de molécules reconnues par les PRRs et dont

l’origine diffère de celle des PAMPS. En effet, il s’agit d’un groupe de molécules appelées

DAMPs (Damage-associated molecular Pattern) ou alarmines (Oppenheim et al., 2007).

Ces inducteurs endogènes (contrairement aux PAMPs qui sont exogènes) regroupent tous les

signaux produits par un tissu lésé, par les cellules nécrosées ou par des cellules immunitaires.

Ils permettent le recrutement des cellules immunitaires exprimant les PRR, notamment des

cellules dendritiques, favorisant ainsi la 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 l’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; Klune et al., 2008 ; Tsan & Gao, 2009).

Tableau 4: Liste des récepteurs de l’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

End Products)

Transmembranaire



1-1-2- La formation du foyer

Elle implique une succession d’évènements

inflammatoires dans le tissu lésé

- Une vasodilatation entrainant l’élévation de la perméabilité vasculaire

l’afflux des cellules dans le foyer inflammatoire.

- La diapédèse des cellules phagocytaires suite à l’adhérence des cellules à la paroi

endothéliale des vaisseaux sanguins et leur passage entre les cellules endothéliales

vers le tissu (l’extravasion).

- La migration à travers le tissu

s’accumulent et commencent alors à phagocyter l’agent pathogène. Elles libèrent dans

le foyer inflammatoire des enzymes lytiques, ce qui peut endommager l

voisinantes. L’accumulation de cellules mortes ainsi que le matériel qui résulte de la

digestion forme ce qu’on appelle

Figure 4 : Etapes de la formation du foyer
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La formation du foyer inflammatoire

implique une succession d’évènements qui aboutissent au recrutement des cellules

inflammatoires dans le tissu lésé (Kindt et al., 2007), (figure 4):

entrainant l’élévation de la perméabilité vasculaire

l’afflux des cellules dans le foyer inflammatoire.

La diapédèse des cellules phagocytaires suite à l’adhérence des cellules à la paroi

endothéliale des vaisseaux sanguins et leur passage entre les cellules endothéliales

extravasion).

La migration à travers le tissu vers le site de l’invasion. Les cellules phagocytaires

s’accumulent et commencent alors à phagocyter l’agent pathogène. Elles libèrent dans

le foyer inflammatoire des enzymes lytiques, ce qui peut endommager l

voisinantes. L’accumulation de cellules mortes ainsi que le matériel qui résulte de la

digestion forme ce qu’on appelle l’exudat.

Etapes de la formation du foyer inflammatoire (Kindt et al

Revue bibliographique

qui aboutissent au recrutement des cellules

entrainant l’élévation de la perméabilité vasculaire, ce qui facilite

La diapédèse des cellules phagocytaires suite à l’adhérence des cellules à la paroi

endothéliale des vaisseaux sanguins et leur passage entre les cellules endothéliales

site de l’invasion. Les cellules phagocytaires

s’accumulent et commencent alors à phagocyter l’agent pathogène. Elles libèrent 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

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 exprimés par les cellules cibles. La liaison de ces molécules à leurs récepteurs

appropriés active une cascade de phosphorylation des différentes molécules intracellulaires

via deux voies : la voie des MAP kinases (Mitogen Associated Protein kinases) et la voie de

JAK/STAT (Janus Kinase/Signal Transducer and Activator of Transcription). La réponse

cellulaire dépend de la voie de transduction du signal activée (figure 5). L’activation par

phosphorylation de plusieurs facteurs de transcription par des kinases: NFκB (Nuclar Factor κ 

B) et AP-1 (Activatory Protein-1), conduit à la transcription des gènes codants pour

différentes protéines pro- ou anti-inflammatoires telles que : TGFβ, IL-1β, TNFα, 

chimiokines, molécules d’adhésion, MMPs… (Baeuerle, 1998 ; Herlaar et al., 1999;

McKay & Cidlowski, 1999). Il faut souligner que plusieurs médiateurs peuvent activer la

même voie et plusieurs voies peuvent être activées par le même médiateur.

Figure 5: Représentation schématique de transduction du signal via le TLR (Mak &

Saunders, 2004)
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1-1-4- Résolution de l’inflammation

La réaction inflammatoire est complexe et implique une multitude de médiateurs

biochimiques dont certains sont pro-inflammatoires et d’autres sont anti-inflammatoires. Le

retour à l’homéostasie signifie l’élimination du pathogène et les produits de la dégradation

tissulaire. Cela peut être atteint grâce à :

 la libération 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 prolifération des fibroblastes et la synthèse du collagène et des protéoglycanes

(Hellal, 2007).

La balance entre les cytokines pro-inflammatoires (IL-1, IL-6, IL-8, et TNFα)  et anti-

inflammatoires (IL-10, IL-4, IL-13 et TGFβ) est la clé de la régulation de l’inflammation et 

dirige l’intensité et la durée de la réaction inflammatoire (Desreumaux, 1999 ; Dinarello,

2000). En effet, l’installation d’un déséquilibre entre ces deux groupes de médiateurs conduit

à la chronicité de la réaction inflammatoire et à la destruction des tissus enflammés.

L’ensemble des mécanismes permettant la résolution et le retour à l’homéostasie sont résumés

dans la figure 6.
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Figure 6 : Principaux acteurs de la phase de réparation tissulaire (Hellal, 2007)

Reconstitution du tissu matriciel

Fibroblastes

 Différenciation et production de

collagène (I, II, V) et de fibronectine

Remodelage

 Equilibre entre synthèse et dégradation

de protéines matricielles (MMPs/TIMPs)

Ré-épithélialisation

Kératinocytes  Migration et prolifération ;

 Reconstitution de l’épithélium ;

 Reconstitution de la membrane basale

Angiogénèse

 Reconstitution d’un tissu sous-épithélial et

néo-vascularisation

Facteurs de

croissance/cytokines

 FGF

 PDGF

 TGF β 

TGF β

 KGF

 TGF β 

 VEGF

 FGF
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1-2- L’inflammation chronique

Quand l’agent pathogène persiste à cause de l’échec de la réponse inflammatoire aigue ou

d’une réponse inappropriée, la balance entre les molécules pro-inflammatoires et anti-

inflammatoires est perturbée et la réponse inflammatoire évolue vers la chronicité provoquant

de sérieuses séquelles anatomiques et fonctionnelles. Ce déséquilibre est à l’origine de

nombreuses pathologies caractérisées par une destruction tissulaire importante (figure 7)

(Hellal, 2007).

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

2- Maladies inflammatoires

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 à des mécanismes spécifiques. Cette classification permet une adaptation des

stratégies thérapeutiques en utilisant des molécules ciblées pour chaque forme de maladie

(Sibilia, 2007).

Parmi les maladies inflammatoires les plus répandues dans le monde, on trouve la polyarthrite

rhumatoïde, l'athérosclérose, la maladie d'Alzheimer, l'asthme, le psoriasis, la sclérose en

plaques et les maladies inflammatoires de l'intestin (Gautam & Jachak, 2009 ; Rang &

Dale, 2012).

TNFα, NFκB, 

protéases,…

Angiogénèse et cancer
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Figure 8 : Schéma de Synthèse de la pathogénie des maladies inflammatoires (Sibilia, 2007)

3- Thérapies anti-inflammatoires et mode d’action des molécules thérapeutiques

Il est maintenant connu que l'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 conséquent,

l'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 TNFα et les interleukines (IL-1β et 

IL-6). Le TNF-α et les interleukines sont connus pour leur rôle central dans la pathogenèse de 

nombreuses maladies inflammatoires, en particulier l'asthme et l'arthrite rhumatoïde. 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

l'inflammation. Le facteur de transcription NF-kB est un régulateur principal de l'expression

de plusieurs gènes impliqués dans l'activation de l'inflammation. Il a été décrit comme ayant
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un rôle majeur dans la pathogenèse des maladies inflammatoires de l'intestin ainsi que des

maladies rhumatismales (Helms, 2006 ; Gautam & Jachak, 2009 ; Rang & Dale, 2012).

Les deux principaux groupes de médicaments utilisés dans le traitement des maladies

inflammatoires sont les corticostéroïdes, les médicaments anti-inflammatoires non stéroïdiens

(AINS). Ces médicaments sont largement utilisés et sont efficaces dans le traitement de

nombreuses maladies inflammatoires. Les corticostéroïdes jouent également un rôle majeur

dans la thérapie de transplantation d'organe en raison de leurs effets anti-inflammatoires et

immunosuppressives. Malheureusement, ils sont également associés à de nombreux effets

secondaires graves. Les corticostéroïdes sont bien connus pour provoquer l'hyperglycémie,

une sensibilité accrue aux infections, des troubles psychiatriques, etc. Par ailleurs, l'utilisation

à long terme des AINS provoque des maladies gastro-intestinales et le dysfonctionnement

plaquettaire (Helms, 2006 ; Rang et Dale, 2012).

- Anti-inflammatoires naturels

Il existe plusieurs composés anti-inflammatoires naturels qui ont pour cibles particulières la

COX-1 et -2, les lipoxygénases (LOX), le NO, la phospholipase A2 (PLA2), etc. Ces

médiateurs 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 succès en tant qu’un immunosuppresseur de première

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

première fois en 1983, ce médicament a de nombreuses actions liées à l'activité

immunosuppressive, mais le principal effet est l’inhibition sélective de l'IL-2 (Rang et al.,

2012 ; Tedesco & Haragsim, 2012).

Au cours de ces dernières années, on a pu identifier de nombreux composés pharmaco-

logiquement actifs avec une activité anti-inflammatoire, isolés à 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

l’inhibition de l'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 médicaments anti-inflammatoires.

Figure 9 : Structure de la cyclosporine A (Chin et al., 2006).

4- Inflammation et cancer

Comme il a été mentionné précédemment, le dérèglement de la réponse inflammatoire joue

un rôle central dans une multitude de maladies chroniques dont le cancer. Le mécanisme

moléculaire par lequel l’inflammation chronique conduit vers le cancer comprend :

l’augmentation de la production des médiateurs pro-inflammatoires (les cytokines), les

chimiokines, La COX2, les MMPs, le NFκB, le STAT3, l’AP-1, l’activation des oncogènes, 

etc. (Sethi et al., 2012).

Les chercheurs ont mis en évidence l’existence d’un lien entre l’inflammation et le 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 première fois en 1863

par Rudolf Virchow. De plus, les cancers apparaissent souvent dans le site de l’inflammation

chronique (Mantovani et al., 2008).

Le cancer dont l’origine est inflammatoire, est aussi caractérisé par la surproduction des

médiateurs de l’inflammation dans le tissu néoplasique tels que les chimiokines, les cytokines,

les prostaglandines. Le remodelage tissulaire et l’angiogénèse sont aussi similaires à ceux
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observés dans l’inflammation chronique. En outre, le traitement par les AINS diminue le

risque des cancers (Mantovani et al., 2008). En effet, les anti-inflammatoires non stéroïdiens

tels que l’aspirine, et l’ibuprofène semble être impliqués dans la prévention des cancers (tel

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

La liaison entre l’inflammation et le cancer a lieu selon de deux voies. Une voie

intrinsèque dirigée par les conditions inflammatoires qui multiplient le risque des cancers.

Elle est stimulée par l’activation des différents oncogènes (RAS, MYC,..) suite à des

mutations, par le réarrangement chromosomiques et par l’inactivation des gènes suppresseurs

de tumeurs. Ces cellules transformées, produisent des médiateurs inflammatoires générant

ainsi un microenvironnement inflammatoires au sein la tumeur. La deuxième voie, qui est

extrinsèque, est dirigée par les altérations qui conduisent à l’inflammation et la néoplasie

(figure 10). Les deux voies convergent et entrainent l’activation des facteurs de transcription,

principalement le NFκB et STAT3, dans les cellules tumorales. L’activation de ces facteurs 

conduit à la 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 mêmes facteurs dans les cellules inflammatoires, les cellules du stroma et les

cellules tumorales, entrainant l’augmentation de la concentration des médiateurs

inflammatoires, ce qui génère un microenvironnement inflammatoire qui est « lié au cancer »

(Mantovani et al., 2008).
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Figure 10 : Voies liant l’inflammation au cancer (Mantovani et al., 2008)
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1- Définition de l’angiogénèse

L’angiogénèse ou néovascularisation désigne l’ensemble des étapes du développement de

nouveaux vaisseaux sanguins à partir de vaisseaux préexistants. Ce phénomène est impliqué

dans d’autres processus physiologiques tel que le développement embryonnaire. Chez

l’adulte, ce mécanisme est peu fréquent (il est observé par exemple au cours du cycle

menstruel chez la femme), (Goede et al., 1998).

2- L’angiogénèse physiologique

Chez l’embryon, la vasculogénèse correspond à la différenciation à partir du mésoderme des

hémangioblastes en angioblastes sous l’effet de plusieurs facteurs (FGF2, VEGF-A …). Ces

angioblastes se différencient en cellules endothéliales (Risau, 1997), qui s’assemblent après

en tube (réseau vasculaire primitif). Cette étape est suivie de l’angiogénèse c'est-à-dire, une

croissance et un remodelage formant un réseau plus complexe.

Chez l’adulte, la formation d’un vaisseau se résume en un seul processus qui est

l’angiogénèse. Elle met en jeu plusieurs types cellulaires et moléculaires. On peut citer parmi

les cellules (Hirschi & D’Amore, 1996) :

- cellules endothéliales : elles initient l’angiogénèse,

- cellules péri-endothéliales : permettent la maturation des vaisseaux,

- cellules murales : essentielles pour la stabilisation des vaisseaux, en empêchant la

régression et la rupture des vaisseaux, la migration, la prolifération des cellules

endothéliales et la stimulation de la production de la matrice extracellulaire.

2-1- Régulation moléculaire de l’angiogénèse

L’angiogénèse est régulée grâce à un équilibre entre des facteurs qui la favorisent et d’autres

qui l’inhibent. On peut la présenter sous forme d’une balance où, sur un de ses plateaux, on

trouve les facteurs activateurs. Sur l’autre, on a les facteurs inhibiteurs. Le déséquilibre entre

ces facteurs peut conduire à une angiogénèse pathologique telle que la néovascularisation des

tumeurs. (Folkman, 1995). Ces molécules peuvent être 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 (synthèse): Les facteurs pro et anti-angiogéniques.

Facteurs pro-

angiogéniques

Expression Isoformes Récepteurs/ligands Effets

VEGF

(Shweiki 1992;

Shalaby, 1995 ;

Carmeliet et al., 1996;

Fong, 1999)

-cellules

cancéreuses

(régulée par les

MMP)

VEGF-A

VEGF-B

VEGF-C

VEGF-D

PIGF (Placental

Growth Factor)

-deux types :

VEGFR-1/Flt-a et

VERGFR-2/KDR

-Récepteur RTK sur

les cellules

endothéliales

-migration et prolifération

des cellules endothéliales

-stimulation des cellules

inflammatoires

(macrophage/monocyte)

FGF

(Partanen et al., 1993 ;

Giordano et al., 1996 ;

Friesel & Maciag,

1999)

cellules

nécrotiques et

lors de la

dégradation de

la MEC

22 membres

Exemples :

FGF a , FGF b

-FGFR, sur les

fibroblastes

-la cicatrisation et le

développement

embryonnaire

-recrutement des cellules

inflammatoires et la

multiplication des cellules

endothéliales et leur

organisation en tube.

PDGF

(Mannic, 2009 ;

Benslimane-Ahmim,

2013)

Cellules

endothéliales

PDGF-A

PDGF-B

PDGF-C

PDGF-D

- PDGFR, RTK -régule la multiplication, la

migration cellulaire et la

formation des vaisseaux

ainsi que leur croissance.

Système

angiopoiétine

(Hanahou,1997 ; Mais

onpierre et al., 1997 ;

Witzenbichler et al.,

1998 ;

Ferrara, 1999 ;

Holash et al., 1999 ;

Pepper, 2000 ;

Thurston et al.,

2000 ; Jain, 2003 )

-cellules

endothéliales

-cellules murales

Ang 1(activ)

Ang 2 (inhib)

Récepteur : Tie

sur les cellules

endothéliales

-ang 1 :

-formation et stabilisation

des vaisseaux

-recrutement des cellules

péricytaires

-ang 2 :

-contrôle l’activité de l’ang1

et stimule l’angiogénèse en

activant le VEGF
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2-2- Mécanismes de l’angiogénèse physiologique

Sous l’effet du VEGF et du NO, les vaisseaux subissent une vasodilatation, ce qui facilite

l’extravasion des protéines plasmatiques et la migration des cellules endothéliales. Le

complexe ang1-Tie 2 inhibe la perméabilité ce qui resserre les jonctions cellulaires

(Maisonpierre et al., 1997 ; Gamble et al., 2000). Ang 2 à sont tour, induit le détachement

des cellules musculaires lisses et le relâchement de la MEC. La dégradation de la MEC par les

différents types d’enzymes est une étape clé dans l’angiogénèse 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 l’ang1. Cette dernière 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 l’équilibre entre les facteurs

activateurs et inhibiteurs. Les facteurs inhibiteurs comme l’endostatine, l’interféron β,  

agissent sur les cellules endothéliales en empêchant leur prolifération et leur migration. Ces

dernières s’assemblent en formant un tube et entrent en quiescence. Cela permet l’acquisition

de la lumière. Le VEGF et l’ang1 permettent l’augmentation du diamètre du vaisseau. La

formation du réseau endothéliale nécessite sa maturation, son organisation et l’uniformisation

des capillaires (figure 11). Cela implique un grand nombre de molécules pro-angiogéniques

telles que le VEGF, Tie-1, l’intégrine (Carmeliet et al., 1996; Patan, 1998 ; Carmeliet et

al., 1999).

Figure 11 : Angiogénèse physiologique et formation d’un nouveau vaisseau (Pelletier, 2011).
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3- L’angiogénèse pathologique

3-1- Définition

L’angiogénèse est fréquemment impliquée dans certaines pathologies à savoir : les maladies

inflammatoires, les maladies de la rétine, la croissance tumorale et le développement des

métastases (Carmeliet & Jain, 2000). L’angiogénèse pathologique diffère de l’angiogénèse

physiologique par quelques points. En effet, l’angiogénèse pathologique est activée suite à

une inflammation incontrôlée et cela par les cellules de l’immunité innée (macrophages,

plaquettes…). Ces dernières produisent les différents facteurs pro-angiogéniques (VEGF, b

FGF, PDGF, TNFα…) (figure 12) et dont le rôle est l’activation des cellules endothéliales

(Couffinhal et al., 1999).

Figure 12 : Mécanismes cellulaire et moléculaire de l’angiogénèse (Pelletier, 2011)

3-2- Angiogénèse tumorale

Cette notion a été introduite pour la première 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 tumorales

initient une angiogénèse grâce à la production des molécules dites pro-angiogéniques
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« TAFs: Tumor Angiogenic Factors» et qu’en bloquant ces facteurs leur croissance peut être

stoppée (Kerbel, 2000).

La néovascularisation est nécessaire au développement et la croissance tumorale pour

permettre l’apport et la diffusion des nutriments et l’élimination des déchets. Ce phénomène

appelé « Switch angiogénique» ou « commutation angiogénique» sépare deux phases du

développement tumorae ; la première phase dite pré-invasive dans laquelle le diamètre de la

tumeur ne dépasse pas 1-2 mm et la cellule tumorale peut se diviser et/ou mourir par

apoptose. La deuxième phase est caractérisée par une vascularisation intense, il en découle

les métastases et l’invasion tumorale des autres tissus sains (Papetti & Herman, 2002)

L’inhibition de l’angiogénèse entraine l’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 vascularisées ce qui leur

coonfère un potentiel métastasique important. La caractéristique de leurs vaisseaux est qu’ils

sont immatures et perméables. Ils ont peu de jonctions intercellulaires et une petite lame

basale (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).

Figure 13: Vascularisation d’un tissu sain et d’un tissu tumoral (Corvol, 2008).
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3-2-1- Rôle de l’inflammation dans l’angiogénèse tumorale

Par le biais de ces cellules (monocytes et macrophages), l’inflammation contribue à

l’angiogénèse, en libérant les cytokines et les chimiokines et la sécrétion des héparinases,

entrainant la migration et l’invasion tumorale (Figure 14) (Mannic, 2009). En plus de leur

rôle pro-angiogénique, des chercheurs ont pu mettre en évidence le rôle inhibiteur de

l’angiogénèse de certaines cytokines (INFα, IL-4, IL-10, IL-13, TGFβ et le TNFα) ( Fajardo,

1992 ; Sgadari, 1996).

Figure 14 : implication des cellules inflammatoires dans l’angiogénèse tumorale (Metges et

al., 2005).

3-2-2- Rôle des métalloprotéases dans l’angiogénèse

L’angiogenèse peut contribuer à la progression du cancer de différentes façons (Robin, 2000).

En effet, la vascularisation de la tumeur est une étape essentielle à son développement. Les

tumeurs sont capables d’envahir les différents tissus de l’organisme et former des métastases

en modulant l’expression des enzymes appelées les Métalloprotéases Matricielles « MMP ».
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Ces protéases permettant la dégradation de la lame basale de la tumeur, sont capables

d’induire l’angiogenèse tumorale nécessaire pour leur croissance par la libération de facteurs

pro-angiogéniques (VEGF, FGF-2…).

- Structure des MMPs et leur régulation

C’est une famille de 24 protéases dont la première a été découverte en 1962 (Roy, 2007).

Elles présentent des homologies structurales. Elles comportent trois domaines : un domaine

catalytique dépendant du zinc et un prodomaine qui est responsable du maintien de la forme

inactive de l’enzyme (figure 15). En effet, ces endopeptidases sont produites sous leur forme

inactive (zymogène) (Birkedal-Hansen et al., 1993). L’acquisition l’activité enzymatique

nécessite un clivage au niveau du domaine N-terminal inhibiteur (Nagase, 1997). Cela donne

naissance à une molécule active caractérisée par une diminution du poids moléculaire et

l’exposition du site actif. Les MMPs contiennent aussi une région charnière et hemopexine au

niveau de l’extrémité C-terminale, responsable de la spécificité enzymatique (Zuker &

Vacirca, 2004). Selon leurs substrats, les MMPs sont classées en collagénases, stromélysines,

gélatinases et MMP membranaires (Frankowski et al., 2012).

 Les collagénases : ces enzymes dégradent le collagène. Cette classe comprend la

MMP-1, 13 et 8. Ces enzymes dégradent le collagène.

 Les stromélysines : ces MMPs dégradent les différents composants de la membrane

basale : le collagène type IV, la fibronectine et l’élastine. Elle comprend la MMP-3,

10, 7 et 12.

 Les gélatinases : on y trouve MMP-2 et MMP-9. Ces enzymes possèdent plusieurs

substrats (la gélatine, le nidogène et la laminine)

 MMP membranaires : dégradent le collagène I, II et III, la gélatine, la fibronectine,

la laminine.

L’activité des MMPs peut être 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 ainsi leur activité catalytique (Murphy & Willenbrock, 1995).
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Figure 15: Structure de la MMP (Roy, 2007).

4- Ciblage de l’angiogénèse dans les thérapies

La compréhension des différents mécanismes cellulaires et moléculaire impliqués dans

l’angiogénèse a permis aux chercheurs de développer de nouvelles molécules thérapeutiques

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

- Par des anticorps monoclonaux (ACM): ces ACM sont dirigés contre des molécules

ayant un effet activateur de l’angiogénèse ; empêchant ainsi leur liaison avec leurs récepteurs

(ACM anti-VEGF, ACM anti- TNFα…), (Deligne et Teillaud, 2013).

- Par des biomolécules : des équipes de recherche à travers le monde ont testé les effets de

divers produits naturels sur l’angiogenèse et la croissance tumorale in vitro ainsi qu’in vivo.

Parmi ceux-ci on peut citer:

 des extraits de cartilage de requin qui inhibent les MMPs (Lee & Langer, 1983).

 molécule bioactive isolée de l’escargot Fulica achatina.

Des chercheurs ont pu isoler à partir d’un escargot terrestre une molécule appelée acharan

sulfate. Ce glycosaminoglycane possède une activité anti-tumorale qui est en relation avec

l’inhibition de l’angiogénèse et l’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.

(Kim et al., 1996 ; Ghosh et al., 2002 ; Lee et al., 2003 ; Kim et al., 2007.
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1- Généralités

1-1- Définition du cancer

Le cancer est un groupe de maladies qui peuvent toucher les deux sexes et n’importe quelle

partie de l’organisme. Dans 184 pays, il existe 28 types de cancer différents. Le cancer se

manifeste lorsque le contrôle qui guide la croissance normale de la cellule est rompu. Il en

résulte une perturbation de l’homéostasie tissulaire. En effet, toutes les cellules de

mammifères possèdent des systèmes régulés qui contrôlent et surveillent leur multiplication,

différentiation, survie et mort. La cellule cancéreuse quant à elle, elle a subit des mutations au

niveau des gènes régulant sa croissance, ce qu’il lui confère quelques caractéristiques qui la

rend différente des cellules normales de l’organisme (figure 16) (Hueber et al., 1997 ; Evan

& Littlewood, 1998 ; Hanahan & Weinberg, 2000 ; Ghobrial et al., 2005).

1-2- Formation des tumeurs et l’invasion tumorale

En raison de la prolifération anarchique et incontrôlée 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 appelée 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, c’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 à

travers les vaisseaux sanguins et l’invasion des autres organes ; des enzymes (MMP-2 et

MMP-9) qui dégradent la lame basale et rend la migration plus facile (voir plus loin) et enfin

des molécules angiogéniques (VEGF) (Deryugina & Quigley, 2005 ; Schmidmaier &

Baumann, 2008 ; Citak, 2008).
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Figure 16: Caractéristique d’une cellule cancéreuse

2- Bases moléculaires de la cancérogénèse

La cancérogénèse est un processus évolutif multi-étapes. L’étude des mécanismes de

l’oncogenèse a pu démontrer l’hétérogénéité des facteurs moléculaires ainsi que les voies de

signalisation activées par ces différentes molécules.

2-1- Etapes du développement d’un cancer

Différentes étapes ont été identifiées dans le développement d'un cancer (figure 17).

L’initiation : c’est une phase de contact avec l’agent cancérigène. Dans un premier temps, il

se produit une lésion au niveau de l'ADN de la cellule. 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 prolifère 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 façon anarchique, en perdant en partie son

caractère différencié. Cette phase favorise l’apparition de nouvelles mutations spontanées

dues à des erreurs de réplication de l’ADN. Ce qui entraine une instabilité du génome

(Rando, 2007).

Potentiel de division infini

Activation de l’angiogénèse

Disparition de l’apoptose
Invasion des tissus et

métastases

Insensibilité aux signaux

anti-apoptotiques
La cellule cancéreuse

Potentiel de division infini
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Figure 17: étapes et stades du cancer (Yokota, 2000)

2-2- Processus de transformation tumorale

La transformation tumorale est la capacité de conversion d’une cellule saine en une cellule

maligne (Monot, 2015). La division cellulaire est contrôlée par le cycle cellulaire au cours

duquel, l’ADN altéré se répare et la cellule endommagée est détruite. Le dérèglement des

systèmes de réparation régit et contrôle l’avancement du cycle cellulaire. Ces systèmes sont

responsables de la prolifération incontrôlée des cellules.

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

a- Inactivation des gènes suppresseurs de tumeurs

La majorité des protéines codées par les gènes suppresseurs de tumeurs fonctionnent comme

des régulateurs négatifs de la prolifération cellulaire (Karp, 2010). Il existe environ une

vingtaine de gènes, parmi lesquels on trouve la protéine P53. Cette dernière est un régulateur

majeur de l’apoptose, son rôle étant le contrôle de l’intégrité de l’ADN, la réparation et la

régulation du cycle cellulaire. La mutation de la P53 est retrouvée dans 50% des cancers. La

P53 mutée acquière d’autres fonctions telles que l’interaction avec les facteurs de

transcription. Elle a un effet sur l’expression des gènes impliqués dans le contrôle du cycle

cellulaire et la transduction des signaux de survie qui conduisent à une prolifération

incontrôlée et à une résistance à l’apoptose (Yokota, 2000 ; Monot, 2015).

L’apoptose est l’un des moyens de destruction des cellules qui sont incapables de se diviser

normalement. C’un processus de mort cellulaire hautement régulé. Elle est contrôlée par deux

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

Initiation Promotion Progression
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domaine de mort intracellulaire (Death Domain). La deuxième voie, régulée par les

protéines de la famille Bcl-2 qui impliquent le relargage du cytochrome C de la mitochondrie.

Les deux voies aboutissent à l’activation d’enzymes protéolytiques appelées CASPASES

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

2005).

b- Activation des proto-oncogènes:

Un proto-oncogène est un gène qui participe à la transformation des cellules lorsqu’il n’est

pas régulé. Il confère à la cellule son autonomie de croissance. Le proto-oncogène Ras est le

le plus fréquent dans les cancers. La protéine Ras est une protéine qui régule les voies de

contrôle de prolifération cellulaire. (Yokota, 2000 ; Lechat, 2006 ; Krap, 2010). La

conversion d’un proto-oncogène en un oncogène est la conséquence

 d’une transformation virale,

 d’une mutation,

 d’une translocation,

 d’une amplification.

Figure 18 : Les deux voies apoptotiques ainsi que leurs différents effecteurs (Bruin &

Medema, 2008)
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3- Thérapies anticancéreuses

Les mécanismes de l’oncogenèse 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).

 La chirurgie : constitue le premier traitement utilisé contre les petites tumeurs

solides. Elle consiste en l’ablation de la tumeur et est souvent associée à d'autres

thérapies.

 La radiothérapie : elle est basée sur l’ionisation et agit localement. C’est une

alternative à la chirurgie.

 L’hormonothérapie : comme son nom l’indique, cette thérapie est dépendante des

hormones, son objectif est l’arrêt de la production d’une hormone donnée. Elle est

efficace contre certains cancers, tels que le cancer du sein et de la prostate.

 L’immunothérapie : approches thérapeutiques en cours de développement, elle

utilise comme cible le système immunitaire de l’hôte en contrôlant sa prolifération et

ses mécanismes. On y trouve les anticorps monoclonaux (tableau 6) et les cytokines

(INF, IL…)

 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 à usage thérapeutique en oncologie (Deligne &
Teillaud, 2013).

Non de l’anticorps Cible Indication

Rituximab (Mabthera®) CD20 LNH : lymphome non hodgkinien

Trastuzumab

(Herceptine®)

HER2/neu Cancer du sein

Bévacizumab (Avastin®) VEGF-A Cancer colorectal

Cétuximab (Erbitux®) EGF-R Cancers de la tête et du cou

Pertuzumab (Perjeta®) HER2/neu Cancer du sein
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4- Cibles des thérapies anticancéreuses

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

 L’ADN : il constitue la principale cible des traitements. Les molécules anticancéreuses

agissent soit par interaction par liaison à l’ADN comme les agents alkylants ou bien par

interaction avec le système de réparation comme les inhibiteurs de la topo-isomérase

(Pasquet, 2011).

 Le fuseau mitotique : les molécules anticancéreuses perturbent sa formation afin

d’empêcher la division cellulaire (Pasquet, 2011).

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

enzymatiques, des antimétabolites… (Figure 19).

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: Protéine Kinase



n
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Chapitre 1 : Extraction et étude physico-chimique des extraits d’Helix aspersa

1-1- Matériel biologique

L’escargot Helix aspersa :

Helix aspersa a été récolté pendant la saison de printemps dans différentes régions de l’Est

Algérien. L’animal a été maintenu dans des bacs en plastique au laboratoire à température

ambiante (25±1°C). Il a été nourrit de laitue, de concombre et de carotte.

1-2- Préparation de l’homogénat d’Helix aspersa

Le gastéropode Helix aspersa est dépouillé de sa coquille, sa masse viscérale est éliminée, le

pied avec la tête est récupéré, broyé et homogénéisé à l’aide d’un homogénéiseur (DAIHAN

scientific-HG15AO90331601) à une vitesse de 20 t/min pendant 20min. Une partie de

l’homogénat obtenue est pesée et congelée avant sont utilisation pour l’évaluation de l’effet

protecteur de la chair d’escargot contre l’hépatotoxicité induite par un médicament

immunosuppresseur. L’autre partie est lyophilisée à l’aide d’un lyophilisateur (Labconco,

France) et conservée à sec. Elle est utilisée dans la préparation des extraits.

1-3- Préparation des extraits aqueux, hydroalcoolique et organique

Les trois extraits sont préparés à partir de l’homogénat lyophilisé de la chair d’Helix aspersa,

selon la méthode de El-Wahidi et al. (2011) avec quelques modifications. En effet, le

lyophilisat est extrait trois fois par un volume d’eau distillée stérile, filtré sur Büchner, les

trois filtrats obtenus sont réunis et constituent l’extrait aqueux (EA). EA est congelé à -30° C.

Le culot obtenu de la filtration est extrait une fois par de l’éthanol à 80 %, puis deux fois par

l’éthanol absolu et filtré sur Büchner. Les trois filtrats sont réunis et évaporés sous vide à

l’aide d’un évaporateur rotatif (Buchi) jusqu’à la fin de distillation de l’éthanol. La suspension

est ajustée par de l’eau distillée à 50ml puis extraite trois fois avec 50 ml de dichlorométhane

(BIOCHEM, Chemopharma). Les deux phases, aqueuse et organique, sont séparées à l’aide

d’une ampoule à décompter. La phase aqueuse est congelée et constitue l’extrait

hydroalcoolique (EH). Le dichlorométhane est évaporé de la phase organique. Le produit

obtenu constitue l’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) des trois extraits EA, EH et EO sont évalués.
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Figure 20 : Protocole d’extraction adopté pour l’escargot Helix aspersa

Homogénat lyophilisé d’Helix aspersa (90g)

- Extrait 3 fois par l’eau distillée

- Filtration Büchner

FiltratsCulots

L’extrait aqueux (EA)

- Extraction 3 fois à l’éthanol une

nuit

- Filtration Buchner

FiltratsCulots

- Evaporation de l’éthanol à 40°C.

- Ajouter de l’eau distillée.

- Extraction 3 fois au dichlorométhane.

- Séparation avec l’ampoule à décanter.

Phase aqueuse Phase organique

L’extrait hydroalcoolique (EH)
- Evaporation du dichlorométhane.

L’extrait organique (EO)

Lyophilisation

Lyophilisation
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1-4- Test de quelques molécules chimiques

Dans la procédure d’extraction, nous avons utilisé trois types de solvants à différentes

polarités, ce qui permet d’extraire des molécules de polarité différente. L’extrait aqueux

contient des molécules très polaires, l’extrait hydroalcoolique contient des molécules peu

polaires. En revanche, l’extrait organique contient des molécules non polaires. Afin

d’identifier les différentes substances chimiques présentes dans la chair homogénéisée ainsi

que dans les différents extraits de l’escargot Helix aspersa, nous avons réalisé un screening

chimique.

1-4-1- Dosage des protéines totales dans les deux extraits aqueux et hydroalcoolique

- Principe

Les protéines sont dosées selon la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur

un dosage colorimétrique détectant le changement de couleur du bleu de Coomassie à λ= 595 

nm, après complexation avec les résidus hydrophobes des acides aminés ainsi que les acides

aminés aromatiques (tryptophane, tyrosine et phénylalanine), présents dans l’échantillon. Le

changement d'absorbance est proportionnel à la concentration en protéines dans l'échantillon.

- Protocole

On ajoute 5 ml du réactif Bradford (annexe 1), à 100 µL de chaque extrait avec une

concentration de 1mg/mL, dilué dans du un tampon du NaCl (0.15 M). Le mélange est

vortexé puis la densité optique est mesurée à λ=595 nm après deux minutes d’incubation à 

l’aide d’un spectrophotomètre (JENWAY, 7305) contre un blanc qui contient 100 µL de

tampon et 5 mL du réactif Bradford. Une courbe étalon est réalisée avec une solution de BSA

(Sérum Albumine Bovine, Sigma) à différentes concentration (10-100 µg) diluée dans le

même 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

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

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

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 la fixation du SDS et acquièrent alors une charge négative et ne seront séparés que

suivant leur taille dans un gel de porosité appropriée.

a- Dans l’extrait aqueux

Les échantillons à analyser sont réduits puis chauffés à 100°C pendant 5min, puis 20 µL de

l’échantillon sont chargés dans les puits du gel de polyacrylamide. Après électrophorèse, 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 à l’eau.

b- Dans l’extrait hydroalcoolique

Un SDS-PAGE de l’extrait hydroalcoolique est réalisé en conditions dénaturantes sur gel de

polyacrylamide pré-coulé avec un gradient de 8-18% en acrylamide (ExcelGel, 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) à 15,0 ± 0,1° C, dans un système

d’électrophorèse horizontal (modèle Multiohore II de chez GE Healthcare), équipé d’un

générateur de courent et couplé à un cryostat (modèle Julabo F12).

L’échantillon à analyser est réduit puis chauffé à 100°C pendant 5min. 20 µL de l’échantillon

sont chargés dans les puits du gel. Après la migration, le gel est ensuite coloré au nitrate

d’argent (DodecaTM 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 polyphénols totaux dans les trois extraits : aqueux, hydroalcoolique et

organique

- Principe

Le dosage des polyphénols totaux est réalisé par une méthode à 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 l’oxydation des

phénols en un mélange de tungstène et de molybdène. La coloration produite est

proportionnelle à la concentration en polyphénols présents dans les extraits. Le maximum

d’absorption est situé entre λ=700 et λ=750 nm (Ardestani & Yazdanparast, 2007)

- Protocole

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

mL d’une solution de carbonate de sodium à 2 % (m/v). Les tubes sont vortexés puis incubés
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5 min à température ambiante. 100 µL de réactif Folin Ciocalteu (SIGMA, Life Sciences) sont

additionnés au mélange puis ré-incubé 30 min à température ambiante à l’abri de la lumière.

La DO est mesuré à λ=700 nm contre un blanc qui contient 500 µL d’eau distillée, 1 mL de 

Folin et 5 mL de Na2CO3. Une courbe d’étalonnage est préparée dans les mêmes conditions

en utilisant l’acide gallique à différentes concentrations (figure 57, annexe 3).

1-4-4- Mise en évidence des flavonoïdes (Bouquet, 1972)

- Principe

En présence de NaOH (1N), de HCl concentré et des coupeaux de cations magnésium, les

flavonoïdes donnent un changement de coloration de l’échantillon.

- Protocole

Cinq g de l’homogénat lyophilisé de l’escargot Helix aspersa est resuspendu dans 50 mL

d’eau distillée stérile. Le mélange est soumis à une agitation pendant 30 min. L’extrait obtenu

est filtré sur papier filtre. Le filtrat est réparti en trois tubes, chaque tube contient :

Tube 1 : 6 mL de filtrat + 1 mL d’eau distillée (témoin).

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

Tube 3 : 6 mL de filtrat + 1 Ml de HCl concentré + des coupeaux de Mg2+.

1-4-5- Mise en évidence de l’activité hémagglutinante des extraits aqueux et

hydroalcoolique

- Principe

C’est un test très simple et largement utilisé (Goldstein et al., 1980 ; Rudiger, 1993). Il est

basé sur la liaison des protéines hémagglutinantes à des érythrocytes. Ce test repose sur

l'observation de l’agglutination visible à l’œil nu (figure 21).

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

L’activité hémagglutinante des deux extraits EA et EH a été réalisée dans des microplaques à

fond rond. Chaque puits contient 100 µL de chaque extrait à laquelle nous avons rajouté 50

µL de la suspension érythrocytaire à 4% en solution saline. La microplaque est agitée puis

incubée pendant 45 min à 37 ° C.
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Chapitre 2 : Evaluation in vivo de l’effet protecteur de l’homogénat d’Helix aspersa

contre l’hépatotoxicité induite par la cyclosporine A

2-1- Matériels utilisés

a- Matériel biologique

Des rats mâles de souche Wistar (poids vif entre 80 et 150 g), ont été utilisés lors de l’étude in

vivo. Ces animaux proviennent de l’animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et de la

Vie à l’Université des Frères Mentouri de Constantine. Ils avaient accès libre à l’eau potable

et à l’alimentation standard.

b- Matériel chimique

Cyclosporine (Sandimmun (100mg/mL CsA Solution), Novartis Neoral ®, Huningue,

France) est un médicament immunosuppresseur utilisé pour prévenir le rejet de greffes chez

les patients greffés.

2-2- Protocole expérimental

Dans le but d’évaluer l’effet protecteur de la chair de l’escargot Helix aspersa, nous avons

utilisé un médicament immunosuppresseur connu pour son effet hépatotoxique. Le protocole

a été réalisé selon la méthode d’Erarslan et al. (2010) avec quelques modifications.

L’expérience a porté sur 20 rats mâles répartis en 4 lots de 5 rats chacun.

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

jours.

 Lot C : les rats sont traités par voie orale par la cyclosporine A seul. La durée du

traitement est répartie en deux périodes : les animaux ont reçu une dose de 20mg/kg

pendant les 14 premiers jours du traitement et une dose de 60mg/kg, pendant les 8 jours

suivants.

 Lot CH : Les animaux sont traités avec la cyclosporine en association avec l’homogénat

d’Helix aspersa. Le traitement est réparti en deux périodes. Chaque rat a reçu 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.

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

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

jours.

A la fin des expériences, les animaux sont anesthésiés au chloroforme. Un prélèvement

sanguin est réalisé à partir du sinus rétro-orbital au niveau de l’œil, sur deux tubes : un tube

EDTA pour la réalisation des frottis sanguins périphériques et le comptage des différentes

populations sanguines (à l’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), à 2000 x g pendant 10 minutes

à température ambiante. La moelle osseuse est également prélevée sur l’animal anesthésié au

niveau de l’épiphyse (fémur) pour réaliser les frottis médullaires. Le foie est prélevé, lavé et

conservé à -30° C pour l’étude biochimique.

Les frottis périphériques et médullaires sont colorés par la technique de May-Grunwald et

Giemsa (Annexe 1). L’observation des lames ainsi que la prise des photos sont réalisées à

l’aide d’un microscope optique OPTECH couplé à une caméra (canon-DS126181) au

laboratoire d’analyses biologiques, Faculté SNV, Constantine.

2-3- Etude biochimique

2-3-1- Homogénéisation 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 KCl à l’aide d’un homogénéiseur. L’homogénat est

centrifugé à 2000 g durant 15 min à 4 °C puis à 9000 g durant 30 minutes (centrifugeuse

SIGMA, 3K30). Le surnageant obtenu est utilisé pour l’évaluation du malondialdéhyde

(MDA), de l’activité enzymatique de la catalase ainsi que dans le dosage du glutathion réduit

(GSH).

2-3-2- Dosage des transaminases : 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) à λ=(334-365) nm. 

2-3-3- Dosage du 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 l’un des produits terminaux de la



décomposition des acides gras polyinsaturés sous l’effet des radicaux libres libérés au cours

du stress oxydatif.

- Principe

Le MDA est dosé dans le foie

thiobarbiturique (TBA). C’est une méthode très sensible car elle permet de détecter de faibles

quantités de MDA libre. En milieu acide et à chaud (pH 2 à 3, 100 °C)

MDA est condensée avec deux molécules de TBA ce qui entraîne la formation d’un

chromogène de couleur rouge dont l’absorption maximale est comprise entre

nm. Le principe de cette méthode est résumé

Figure 22: Réaction du malondialdéhyde avec l'acide thiobarbiturique (

- Extraction et dosage du MDA

Le milieu réactionnel contient 0

SDS (8,1%), 1,58mL d’acide acétique à 20% (

thiobarbiturique » (0,8%). Le volume final du mil

l’eau distillée. Le mélange est chauffé à 95 °C pendant 60 min, refroidi puis 1 m

distillée et 5 mL de n-butanol

agités puis centrifugés à 5000 g pendant 10 min

du surnageant est déterminée au spectrophotomètre à

est déduite à partir d’une courbe

mère de TEP (1, 1, 3,3-Tetraet

est exprimée en nmoL/gramme de foie.
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décomposition des acides gras polyinsaturés sous l’effet des radicaux libres libérés au cours

dans le foie par la méthode colorimétrique qui utilise

iturique (TBA). C’est une méthode très sensible car elle permet de détecter de faibles

quantités de MDA libre. En milieu acide et à chaud (pH 2 à 3, 100 °C)

MDA est condensée avec deux molécules de TBA ce qui entraîne la formation d’un

rouge dont l’absorption maximale est comprise entre

nm. Le principe de cette méthode est résumé dans la figure 22.

Réaction du malondialdéhyde avec l'acide thiobarbiturique (Lefèvre

Extraction et dosage du MDA

Le milieu réactionnel contient 0,2 mL de la fraction cytosolique obtenue, 0

d’acide acétique à 20% (pH 3,5) et 1,5 mL

Le volume final du milieu réactionnel est ajusté à 4 mL

l’eau distillée. Le mélange est chauffé à 95 °C pendant 60 min, refroidi puis 1 m

butanol-pyridine sont ajoutés au milieu réactionnel. Les tubes sont

agités puis centrifugés à 5000 g pendant 10 min (centrifugeuse SIGMA, 3K30)

est déterminée au spectrophotomètre à λ=532 nm. La concentration

courbe étalon établie dans les mêmes conditions avec une solution

thoxypropane), (figure 58, annexe 3). La concentration du MDA

/gramme de foie.
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qui utilise l’acide

iturique (TBA). C’est une méthode très sensible car elle permet de détecter de faibles

quantités de MDA libre. En milieu acide et à chaud (pH 2 à 3, 100 °C), une molécule de

MDA est condensée avec deux molécules de TBA ce qui entraîne la formation d’un

rouge dont l’absorption maximale est comprise entre λ=312 et λ=535 

Lefèvre et al.; 1998).
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ieu réactionnel est ajusté à 4 mL avec de

l’eau distillée. Le mélange est chauffé à 95 °C pendant 60 min, refroidi puis 1 mL d’eau

sont ajoutés au milieu réactionnel. Les tubes sont

(centrifugeuse SIGMA, 3K30). L’absorbance

532 nm. La concentration du MDA

dans les mêmes conditions avec une solution

. La concentration du MDA
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2-3-4- Evaluation de l’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’hydrogène

(H2O2) en eau liquide et en dioxygène gazeux en présence de la catalase à 25 C° selon la

réaction suivante :

-Protocole

Le mélange est constitué de 1 mL de tampon phosphate (KH2PO4, 0,1 M, pH 7,2), 0,975 mL

de H2O2 (SIGMA-Aldrich, USA) fraîchement préparé (0,091 M) et de 0,025 mL de la fraction

cytosolique. L’absorbance est mesurée à λ=240 nm chaque minute pendant 2 min. L’activité 

enzymatique est calculée selon la formule ci-dessous et exprimée en unité internationale par

minute par gramme de protéines (UI / min.g de protéines).

A1 : absorbance à la première minute. A2 : absorbance à la deuxième 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

quelques modifications. Le principe est basé sur la réaction d’oxydation du GSH par l’acide 5,

5’- Dithiobis 2-nitrobenzoïque (DTNB) libérant ainsi l’acide thionitrobenzoïque (TNB)

absorbant à λ=412 nm. 



Matériels et Méthodes

47

-Protocole

Pour ce dosage, 1 mLde cytosol est mélangé avec 1 mL de TCA (BIOCHEM, chemopharma)

à 10 % puis centrifugé à 1000 x g pendant 10 min à 4 °C. 2 mL de tampon phosphate

(Na2HPO4, 0,3 M) et 250 µL de DTNB (0,001 M) sont additionnées à 500 µL du surnageant

obtenu après la centrifugation. L’absorbance est mesurée à λ=412 nm contre un blanc préparé 

dans les mêmes conditions avec le TCA 5 %. Les concentrations sont exprimées en nmol/g de

foie. Une courbe étalon a été établie dans les mêmes 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 l’effet anti-inflammatoire des trois extraits aqueux,

hydroalcoolique et organique (modèle pulmonaire de rat)

3-1- Matériels utilisés

a- Matériel biologique

Des rates femelles de souche Wistar (poids vif entre 80 et 120g), ont été utilisées lors de cette

étude. Ces animaux proviennent de l’animalerie de la Faculté des Sciences de la Nature et de

la Vie, Université des Frères Mentouri de Constantine. Elles avaient accès libre à l’eau

potable et à l’alimentation standard.

b- Matériels chimiques

Séphadex G-200 : (Sephadex G-200 Superfine, Pharmacia). Il est constitué d’un polymère de

dextran (figure 23).

Figure 23: Structure du Séphadex (Evaldsson et al., 2011)

Médicament anti-inflammatoire non stéroïdien (AINS)

Le médicament anti-inflammatoire utilisé est le xydol (Ibuprofène, 200mg- MERINAL). C’est

un AINS non sélectif de la COX appartenant à la famille de l’acide arylpropionique ( l'acide

alpha-méthyl-[4-(2-méthylpropyl)phényl]propanoique), exerçant un effet sur l’acide

arachidonique.

3-2- Induction de l’inflammation pulmonaire

Afin d’évaluer l’effet anti-inflammatoire des extraits EA, EH et EO du gastéropode terrestre

Helix aspersa, un modèle 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 l’inflammation a été réalisée par instillation 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 l’instillation dans une solution physiologique stérile. Une demi-heure

après l’instillation, les rates recoivent un volume de 1mL de chaque extrait par voie intra-

péritonéale. Le traitement des différents groupes est comme suit :

 Lot T (contrôle) a reçu une solution stérile de NaCl 0.9 % (m/v) par instillation intra-

trachéale effectuée avec une seringue stérile.

 Lot Sx a reçu 1mL de la solution de Séphadex (5mg/mL/kg) seul dans la trachée.

 Lot SIbu a reçu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et une dose de

30mg/kg de poids corporel d’un anti-inflammatoire non stéroïdien par voie orale.

 Lot SEA a reçu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et 1 mL de

l’extrait aqueux à une concentration de 1mg/mL par voie intra-péritonéale, une demi-

heure après l’instillation du Séphadex.

 Lot SEH a reçu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et 1 mL de

l’extrait hydroalcoolique à une concentration de 1mg/mL par voie intra-péritonéale

une demi-heure après l’instillation du Séphadex.

 Lot SEO a reçu la solution de Séphadex par instillation intra-trachéale et 1 mL de

l’extrait organique à une concentration de 1mg/mL par voie intra-péritonéale une

demi-heure après l’instillation du Séphadex.

Vingt quatre heures après l’instillation et après une anesthésie au chloroforme, un

prélèvement sanguin sur un tube EDTA est réalisé à partir du sinus caverneux, pour le

comptage des leucocytes totaux.

Figure 24: Schéma représentant la méthode de l’instillation intra-trachéale.
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Un lavage pulmonaire a été réalisé (24h après l’instillation) avec l’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 à 400 g pendant 5

min à 4 °C. Les surnageants sont congelés à –30°C, les culots cellulaires ont été re-suspendus

dans 1 mL de solution physiologique puis dilués pour le comptage des leucocytes. Après le

lavage, les poumons ont été prélevés, pesés, lavés et fixés dans du formol à4 % pour la

réalisation des coupes histologiques.

Les coupes histologiques ont été colorées à l’hématoxyline-éosine puis observées par un

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

3-3- Dosage de l’activité myéloperoxydase (MPO) dans le BALF

La MPO est une enzyme contenue dans les polynucléaires neutrophiles présents dans le

parenchyme pulmonaire et le BALF. Le dosage de l’activité MPO est un facteur permettant

de valider l’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 µL

de BALF avec 100 µL 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 l’azote liquide puis broyé par vibrations

ultrasoniques à l’aide d’un Vibra Cell TM 75043 (Bioblock Scientific, 750W puissance max)

durant 3 cycles. L’homogénat obtenu est centrifugé pendant 15 min à 40 000 x g à 4°C. 100

µL 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’hydrogène (H2O2). L’absorbance est mesurée à λ= 460 nm. 

3-4- Dosage des protéines totales dans le BALF

Les protéines totales ont été mesurées selon la méthode Bradford décrite précédemment.
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Chapitre 4 : Evaluation de l’effet anti-tumoral in vitro des extraits aqueux,

hydroalcoolique et organique

Dans le but d’explorer davantage nos extraits et apprécier leur effet anti-métastasique

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

 des cellules adhérentes matricielles normales et tumorales,

 des cellules non adhérentes.

4-1- Matériels utilisés

4-1-1- Les lignées cellulaires

Les lignées cellulaires utilisées dans l’étude in vitro ainsi que leurs caractéristiques sont

représentées dans le tableau 7.

Lignées liquide 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-MK2, Huh7, A549 et K562 appartiennent et ont été utilisées à

l’Unité de Chimie des protéines (Faculté de Médecine, ULB, Bruxelles, Belgique).

4-1-2- Les milieux de culture

Dans nos expériences in vitro, nous avons utilisé deux types de milieux de cultures :

 le milieu de culture RPMI 1640 (Gigbo, USA) utilisé pour les lignées cellulaires non

adhérentes (liquides) : HUT-78, SeAx et K562,

 le milieu de culture DMEM (Gibco, UK) utilisé pour les lignées cellulaires adhérentes

(matricielles) : MK2, A549 et Huh7.

4-1-3- Cytokines

 CXCL10: Recombinant Human CXCL10/IP-10 (Protein-RandD systems-266-IP).

 IL-17: Recombinant Human IL-17/IL-17A-(RandD systems-317-ILB).
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4-1-4- Autres produits

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

 Bleu de trypan (0,4%, Gibco-15250061- ThermoFisher SCIENTIFIC).

 Hoechst 33342: Trihydrochloride, Trihydrate, 10 mg/mL Solution in Water-molecular

probes, H3570).

 MTT: Sigma ALDRICH, USA

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

Lignée
cellulaire

espèce Propriétés Type cellulaire-
tissu

Pathologie

LLC-MK2 Macaca mulatta,
monkey, rhesus

adhérentes Cellules
épithéliales-rein

A549
Homo sapiens,
human

adhérentes Cellules
épithéliales-
poumon

carcinome

HUH7 Homo sapiens,
human

adhérentes hépatocytes carcinome

K562 Homo sapiens,
human

suspension Lymphoblaste-
moelle osseuse

Leucémie
myéloïde
chronique

Hut-78 Homo sapiens,
human

suspension Lymphocyte T de
la peau

Lymphome
cutané-Syndrome
Sézary

SeAx Homo sapiens,
human

suspension Lymphome
cutané-Syndrome
Sézary
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4-2- Evaluation de l’effet antitumoral des extraits aqueux et hydroalcoolique contre

des lignées tumorales de lymphomes cutanés : Hut-78 et SeAx (Mebirouk et al.,

2016)

4-2-1- Culture cellulaire

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 fœtal décomplémenté à 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 à 37°C dans une atmosphère humidifiée

avec 5% de Co2, avec et concentration de 2 x 105 cellules/mL.

4-2-2- Test de toxicité in vitro

Le test de cytotoxicité a été réalisé pour vérifier la capacité des deux extraits EA et EH à tuer

les cellules cancéreuses. Afin d’évaluer le nombre des cellules mortes, ces dernières ont été

colorées avec le bleu de trypan (0,2%) et comptées à l’aide d’un hématimètre. Les cellules

colorées en bleues sont considérées non viables.

Le test de viabilité a été effectué comme suit : 250 µL de la suspension cellulaire des deux

lignées tumorales avec une concentration de 2 millions cellules/ Ml ont été incubées pendant

24 h avec les extrais EA et EH à différentes concentrations (1 µg/mL, 5 µg/mL, 10 µg/mL et

50 µg/mL), lyophilisés et resuspendus dans le milieu de culture RPMI et dans une solution

PBS respectivement. Les extraits ont été filtrés préalablement sur un filtre de 0,2 µm. Après

24 h d’incubation, nous avons récupéré 90 µL de chaque puits auquel on a ajouté 10 µL de

bleu de trypan à une concentration de 0,2%. Après 2 min, le nombre de cellules totales ainsi

que les cellules colorées en bleu a été compté, pour déterminer le pourcentage de mortalité

cellulaire dans chaque condition en utilisant la formule suivante :
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4-2-3- Evaluation de la condensation de chromatine et la fragmentation

nucléaire par le test Hoechst

Afin de déterminer le type de mort cellulaire induite par EA dans les cellules cancéreuses, un

test a été réalisé. Les cellules incubées avec l’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.

La méthode de coloration est la suivante :

- après 24 h d’incubation des deux lignées Hut-78 et SeAx avec l’extrait aqueux à 50

µg/mL, 100 µL de chaque puits sont récupérés, centrifugés à 800 rpm pendant 10 min,

- le culot cellulaire est resuspendu dans 100 µL du réactifs Hoechst dilué (1:50 dans le

milieu de culture RPMI 1640 avec 1% (m/v) d’antibiotiques),

- les noyaux cellulaires sont observés à l’aide d’un microscope à fluorescence couplé à

une caméra et un ordinateur (Leica DM2500).

4-3- Evaluation de l’activité anti-proliférative des extraits hydroalcoolique et

organique contre des lignées cellulaires normale et cancéreuses (MK2, A549,

Huh7 et K562)

Les deux extraits hydroalcoolique et organique sont testés pour leur effet anti-tumoral.

L’extrait aqueux a été fractionné et testé pour son activité anti-tumorale contre les mêmes

lignées cellulaires.

4-3-1- Culture cellulaire

Les lignées cellulaires ont été cultivées à 37°C, sous une atmosphère contenant 5% de CO2 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 FBS et 1% (m/v)

d’antibiotiques (Pénicilline et streptomycine). Le sérum a été préalablement décomplémenté

pendant 1h à 56°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 à réduire le MTT, de couleur jaune, en son

métabolite le bleu de formazan (de couleur violette). Le nombre de cellules vivantes après 72

h d’incubation est proportionnel à l’intensité de la coloration violette mesurée

quantitativement par spectrophotométrie à λ=570 nm. 

-Protocole

Nous avons utilisé dans cette étude trois lignées matricielles ; une lignée normale non

cancéreuse (MK2), 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) à 37°C dans une

atmosphère saturée en eau et contenant 5 % de CO2. La densité optique est mesurée en

utilisant un lecteur de microplaque (Molecular Devices Optimax) couplé à un ordinateur, à

λ= 570 nm. Chaque condition expérimentale a été analysée en quadruplicate. 

- Lignées tumorales adhérentes :

Cent µL de la suspension cellulaire sont ensemencés dans les microplaques. Après 24h

d’incubation à 37°C, le milieu de culture est aspiré à l’aide d’un aspirateur (Integra vacusafe)

et 100 µL de chaque extrait est déposé dans chaque puits, puis les microplaques sont

réincubées pendant 24h à 37°C. A la fin de l’incubation, nous avons rajouté 10 µL du réactif

MTT et on a ré-incubé les cellules pendant 4h. La réaction est stoppée avec l’ajout de 100 µL

de SDS à 10% (m/v).

- Lignée tumorale liquide

Cent µL de la suspension cellulaire sont ensemencé avec 50 µL de chaque extrait pendant 24h

à 37°C. À la fin de l’incubation, 10 µL de MTT sont rajoutés puis les microplaques sont ré-

incubées 4h, à 37°C. La réaction est stoppée en utilisant 100 µL de SDS à10% (m/v).
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Chapitre 5 : Evaluation in vitro de l’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 évaluant l’expression d’une protéase impliquée dans

l’angiogénèse et l’invasion tumorale, la gélatinase MMP-9, par la technique de zymographie

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

5-1- Traitement des cellules

Après avoir incubé les cellules cancéreuses avec les concentrations suivantes : 1 µg/mL, 5

µg/mL, 10 µg/mL et 50 µg/mL des deux extraits EA et EH pendant 24 h, elles ont été

récupérées puis centrifugées à 800 rpm pendant 10 min à 4°C. les surnageants sont conservés

à – 20 °C avant leur utilisation. Les surnageants des cellules non traitées sont considérés

comme contrôle négatif. Nous avons également traité les deux lignées Hut-78 et SeAx avec

deux cytokines, CXCL10 et l’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

considérées 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’électrophorèse en gel de polyacrylamide en

présence de SDS à 10%. Ce type de zymographie permet en outre la révélation des gélatinases

(MMP-2 et 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 à 4°C 24h avant le dépôt (Annexes

2). 24µL de surnageants sont mis en suspension dans 6µL de tampon d’échantillon (2X), puis

28µL de nos échantillons sont déposés, dans chaque puits en duplicate. Après migration des

échantillons (Mini-PROTEAN® Tetra Vertical Electrophoresis Cell, biorad). Après la

migration, les gels sont lavés à température ambiante pendant 1 heure dans un bain de Triton

X-100 à 2,5 %. Ils sont ensuite incubés pendant 18 heures à 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 à l’aide d’un scanner

de gel (Gel Doc XR+, Bio-Rad).

.
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Chapitre 6 : Fractionnement de l’extrait protéique soluble de l’escargot Helix aspersa et

évaluation des activités protéolytique et anti-proliférative des différentes fractions

obtenues

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

Afin d’extraire les protéines solubles de la chair de l’escargot Helix aspersa et tester leurs

effets anti-prolifératifs, une précipitation à 90 % de saturation en sulfate d’ammonium est

réalisée. Elle est suivie d’une dialyse contre l’eau distillée (2x5L, 24h à 4° C). Pour cela, 9g

de l’homogénat lyophilisé du pied d’Helix aspersa sont extraits à température ambiante

pendant 2 h, dans 200 mL du tampon acétate de sodium (50 mM, pH 5,0), auquel on a rajouté

une quantité de sulfate d’ammonium pour atteindre 90% de saturation (annexe 4).

L’échantillon est soumis à une agitation rotative (Heidolph 2002) toute la nuit à 4 ° C, filtré

sur papier wattman, puis centrifugé à 20 000 g (Beckman, modele L5-50 ultracentrifuge)

pendant 30 min à 4 °C. Le filtrat constitue la fraction (F).

Le culot est solubilisé dans un volume minimum du tampon d’acétate de sodium (50 mM pH

5,0), homogénéisé pendant 1 h à température ambiante, filtré puis dialysé contre l’eau distillée

( 2x5L) pendant une nuit à 4°C L’échantillon obtenu est filtré (∅ =0,2 µm), concentré par

vivaspin (15R, MWCO 5KDa) à diafiltration (Sigma sartorium 2-16K) puis filtré par le

système millipore (∅ =0,45 µm). Cette fraction est appelée (C). La concentration en protéine

dans les deux fractions F et C est estimée en mesurant la densité optique à λ=280 nm à l’aide 

d’un système Nanovue (Healthcare 4282V2.04). L’échantillon est ensuite analysé par SDS-

PAGE.

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

cations en utilisant un appareillage chromatographique AKTA Start

Le système AKTA Start (Healthcare) est équipé d’une 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 préalablement équilibrée avec un tampon Tris-HCl (50mM, pH7,4, 5 volumes

de colonne). Vingt cinq mL de l’extrait protéique C sont chargés sur la colonne de la colonne

à un débit de 1 mL/min. Un lavage est réalisé avec le tampon d’équilibration. L’élution des

protéines est réalisée à l’aide d’un gradient de force ionique croissante allant de 0 à 1 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 l’absorbance à λ=280 nm. 

Les fractions protéiques récupérées sont dialysées contre l’eau, concentrées par diafiltration

et analysées par SDS-PAGE.

6-3- Séparation des protéines sur gel SDS-PAGE

Une électrophorèse des extraits C et F ainsi que des fractions chromatographiques d'intérêt est

réalisée en conditions dénaturantes sur gels polyacrylamide précoulés (ExcelGel, 245 x 110 x

0,5 mm, gradient 8-18 % en acrylamide) en utilisant le Kit Multiphore II de Amersham

Biosciences. Les échantillons à analyser ont été réduits puis chauffés à 100°C pendant 5min,

et finalement chargés sur le gel. La migration électrophorétique est effectuée pendant 80 min

(600 V, 50 mA, 35 W) à 15,0 ± 0,1° C, en utilisant un système horizontal (modèle Multiohore

II de chez GE Healthcare), équipé d’un générateur de courent électrique et couplé à un

cryostat (modèle 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 (DodecaTM silver stain kit, Biorad).

6-4- Evaluation de l’activité protéolytique de l’extrait C et des fractions

chromatographiques

Pour mettre en évidence la présence de protéases dans l’extrait protéique, l’activité

enzymatique des extraits C ainsi que celle des différentes fractions obtenues par

chromatographie est évaluée envers des substrats de synthèse couplés à des fluorophores : Z-

Arg-Arg-7-Amido 4-methylcoumarin hydrochrloride (Z-Arg-Arg-AMC), Z-Phe-Arg-AMC et

Boc-Gln-Ala-Arg-AMC (Sigma-Aldrich-Steinhein, Germany). Vingt µL de chaque fraction

sont incubée avec 100 µL de chaque substrat (50 µg/mL) pendant 120 min à 37°C, dans un

volume total de 3 mL de tampon phosphate (50mM, pH 6,8).

6-5- Identification des classes de protéases présentes dans l’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 Iodocetamide (5

mM). Cent µL de chaque échantillon ont été incubés avec 100 µL d’inhibiteur et 1000 µL de

tampon phosphate (50 mM, pH 6,8), pendant 30 min à 37°C. Ensuite, nous avons rajouté au
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milieu réactionnel 1700 µL de tampon phosphate et 100 µL de substrat Z-Arg-Arg-AMC(50

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

 L’absorbance est mesurée à λ=440 nm avec un fluorimètre (SHIMADZU, RF-5001PC) 

couplé à un PC et à un bain thermostatique.

6-6- Evaluation de l’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 MK2,

A549, Huh7 et K562 selon la méthode décrite précédemment.

Analyse statistique

Les données des études in vivo et in vitro ont été analysées à l'aide d’un logiciel de statistique

(Statistical Package for Social Science, IBM, SPSS version 20). Les résultats ont été analysés

par analyse de variance unidirectionnelle (ANOVA) suivie u test Tukey pour des

comparaisons multiples. Les valeurs sont exprimées en moyenne±écart type, avec un seuil de

signification statistique fixé à 0,05.
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Chapitre 1 : Etude physico-chimique des extraits bruts : aqueux, hydroalcoolique et

organique

1-1- Dosage des protéines totales dans les deux extraits aqueux et hydroalcoolique :

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

screening chimique a été réalisé. Il s'agit principalement de protéines et de polyphénols.

Le dosage des protéines totales contenues dans l’extrait aqueux (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 l’extrait aqueux contenait (4,53±0,48 mg/mL) et l’extrait

hydroalcoolique contenait (1,83±0,23 mg/mL), (Figure 25).

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

1-2- Estimation des protéines 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 été confirmée par une

électrophorèse 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 l’extrait aqueux colorée au bleu de Coomassie, B : SDS PAGE de

l’extrait hydroalcoolique colorée au nitrate d’argent).

1 : std, 2 : EH, 3 : EA, 4 : EA(duplicate)

1-3- Dosage des polyphénols totaux dans les trois extraits : aqueux, hydroalcoolique et

organique

Dans une seconde étape, nous nous sommes intéressés à un autre type de molécules connues

pour leurs activités biologiques (les polyphénols). La quantification des polyphénols totaux

contenus dans chaque extrait a été réalisée 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 équivalent d’acide gallique/g (Figure 27).

Figure 27: Concentration en polyphénoles dans les différents extraits de l’escargot Helix
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1-4- Mise en évidence des flavonoïdes (Bouquet, 1972)

Les polyphénols regroupent un ensemble de substances chimiques, parmi lesquelles on a les

flavonoïdes. La recherche des flavonoïdes dans la chair de l’escargot Helix aspersa se repose

sur un test colorimétrique. En présence des flavonoïdes, les colorations suivantes : jaune-

rougeâtre, rouge à rouge-violacé, rouge-foncé au violet ou bleu, jaune et rose peuvent être

observées. Ces couleurs correspondent respectivement aux anthocyanes, flavones, flavonols,

flavonones, isoflavones et leucoanthocyanes. Nous avons noté un changement de coloration

dans les deux tubes qui contiennent l’extrait en présence de NaOH (T2) et l'extrait en

présence de HCl et les coupeaux de Mg (T3) quand ils sont comparés aux tubes témoins

contenant l’extrait avec l’eau distillée (Figure 28). En effet, nous avons observé une

coloration jaune dans les tubes ce qui indique la présence des flavonoïdes dans l’extrait

aqueux total de la chair d’escargot.

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

1-5- Mise en évidence de l’activité hémagglutinante des extraits aqueux et

hydroalcoolique

Quant à l’activité hémagglutinante des extraits bruts (EA, EH et EO), elle était positive

uniquement dans l’extrait hydroalcoolique. On a observé après 45 min d’incubation, une

faible agglutination représentée dans la Figure 29.

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

hydroalcoolique
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Chapitre 2 : Effet protecteur in vivo de l’homogénat du pied d’escargot

Helix aspersa contre l’hépatotoxicité induite par la cyclosporine A

L’effet protecteur de l’homogénat du gastéropode a été évalué in vivo chez les rats ayant reçu

un médicament immunosuppresseur connu pour ses effets hépatotoxiques. Dans cette partie,

nous avons également réalisé un comptage des leucocytes ainsi que les lymphocytes et les

granulocytes chez les animaux traités.

2-1- Effet de l’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 109±1,79 cellules) par rapport au témoin (10,23 x 109±2,44 cellules).

Cependant, chez les rats traités avec la cyclosporine A en présence de l’homogénat de

l’escargot et avec l’homogénat seul nous avons noté une augmentation significative (p=0.02)

dans le taux des leucocytes (12,76 x 109±1,42) cellules et (12,7 x 109±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 l’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)% (Figure 30-B).

En ce qui concerne la sous-population granulocytaire, nous avons remarqué une diminution

très significative (p=0,00) chez le lot traité par la cyclosporine A (19,2±8,72)%, le lot traité

par la cyclosporine A et l’homogénat (13,22±6,20)% et par l’homogénat seul (7,34±3,53) %

en les comparant aux rats contrôles (31,66±8,2)% (Figure 30-B).
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Figure 30: Effet de l’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 moyenne±écart-type, n=5, *P<0,05, ***P<0,001 en comparaison avec le groupe

contrôle.

2-1-2- Morphologie des cellules sanguines et leurs précurseurs médullaires

Dans le but de vérifier s’il y a eu un effet sur la morphologie des cellules, des frottis à 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 l’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 remarqué une forme ovale des érythrocytes (1) (flèche jaune, Figure 31).

Dans le lot traité par la cyclosporine A en présence de l’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).

Dans le lot qui a reçu l’homogénat seul (lot H), nous avons remarqué la présence de plusieurs

neutrophiles (2), de monocytes (7) ainsi que des plaquettes (8) (Figure 31).

Figure 31 : Effet de l’homogénat d’Helix aspersa sur la morphologie 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 l’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 érythroïdes : érythroblastes basophiles (2) et myéloïdes : 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 a reçu l’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 de l’homogénat d’Helix aspersa sur la morphologie des cellules

médullaires (colorées au May-Grunwald Giemsa-X400).

À la fin des traitements, l’effet de l’homogénat de la chair du mollusque Helix aspersa sur le

système 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 de l’homogénat sur le statut oxydant et anti-oxydant

2-2-1- Effet sur le taux des transaminases : 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) µL/L par rapport au lot témoin chez

lequel la concentration de cette enzyme est (75,92±11,14) µL/L. Par ailleurs, les résultats
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cyclosporine A accompagnée de l’homogénat (64,79±9,07) µL/L par rapport au lot C.

Cependant, chez les rats qui ont reçu l’homogénat seul, la concentration de l’enzyme était

proche de celle enregistrée chez le groupe témoin (75,14±7,14) µL/L (Figure 33). Concernant

la TGP, nous avons observé une augmentation très significative (p=0,0) de cette enzyme dans

le lot traité à la cyclosporine A (58,82±9,79) µL/L par rapport au témoin (38,7±7,47) µL/L.

Cependant, dans les lots traités par la cyclosporine A accompagnée par l’homogénat d’Helix

aspersa et le groupe traité par l’homogénat seul, nous avons constaté une diminution très

significative (p=0,0) dans le taux de cette transaminase : (36,44±2,9) et (38,46±4,58) µL/L

respectivement par rapport au groupe C, (Figure 33).

Figure 33 : Effet de l’homogénat d’Helix aspersa sur le taux des transaminases.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=5, *P<0,05, ***P<0,001 en comparaison

avec le groupe contrôle.

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 très significative

(p=0,00) du taux du MDA dans le lot traité par la cyclosporine A (22,24±3,05) µmole/g de

foie, en comparaison au lot témoin (15,96±1,29) µmole/g. Nous avons également remarqué

une diminution très significative (p=0,00) du taux du MDA chez les rats traités par la

cyclosporine A avec l’homogénat (13,56±2,63) µmole/g de foie. Quant au lot qui a reçu

l’homogénat seul, nous avons constaté une augmentation très significative (p=0,00) de la

concentration du MDA dans le foie (17,9±0,74) µmole/g de foie par rapport au groupe témoin

(Figure 34).
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Figure 34 : Effet de l’homogénat d’Helix aspersa sur le taux du MDA hépatique dans

les différents groupes traités.

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

groupe contrôle.

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

La catalase est une enzyme du système antioxydant de l’organisme. Son rôle est d’empêcher

la formation des radicaux libres. Dans notre expérience, son activité a été 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 l’activité de la catalase chez les rats traités par la

cyclosporine A seule (0,87±0,5) UI/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 l’homogénat et par l’homogénat seul respectivement

(1,29±0,54) UI/min/g de protéines et (1,00±0,7) UI/min/g de protéines par rapport aux rats

non traités (1,94±0,82) UI/min/g de protéines (Figure 35-A).

2-2-4- Effet sur le taux 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 très 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 très significative (p=0,006) dans le lot traité par la cyclosporine A en présence
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de l’homogénat (3,27±1,61) nmol/g et par l’homogénat seul (2,13±0,9) nmol/g par rapport au

lot témoin (Figure 35-B).

Figure 35 : Effet de l’homogénat d’Helix aspersa sur quelques paramètres du système

antioxydant.

A : Catalase. B : Glutathion réduit.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=5, **P<0,01 en comparaison avec le

groupe contrôle.
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Chapitre 3 : Effet anti

hydroalcoolique et organique

Dans le but de vérifier l’effet anti

Helix aspersa, un modèle de l’inflammation pulmonaire

Une dose de Séphadex de 1mg/m

Après 24h, le BALF, le sang ainsi que le poumon ont été prélevés.

3-1- Effet des trois extraits sur le taux des leucocytes

a- Dans le sang

Le comptage cellulaire a montré une augmentation très significative (p=0

nombre de leucocytes dans le sang des lots Sx (6,

109±2,86) cellules/mm3 et SEO (6

109±2,5) cellules/mm3 par rapport au témoin (5

au contraire, le nombre de leucocytes

p=0,005) cellules/mm3 (figure 3

Figure 36: Effet des trois extraits d’

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart
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: Effet anti-inflammatoire des trois extraits

hydroalcoolique et organique

ffet anti-inflammatoire in vivo des différents extraits de l’escargot

un modèle de l’inflammation pulmonaire aigue a été développé au laboratoire.

éphadex de 1mg/mL a été instillée dans la trachée des animaux anesthésiés.

24h, le BALF, le sang ainsi que le poumon ont été prélevés.

Effet des trois extraits sur le taux des leucocytes

Le comptage cellulaire a montré une augmentation très significative (p=0

tes dans le sang des lots Sx (6,8 x 109±0,95) cellules/mm

et SEO (6,02 x 109±0,94) cellules/mm3, et dans lot Sibu (8.58 x

par rapport au témoin (5,58 x 109±1,5) cellules/mm

leucocytes a été très significativement réduit (3

figure 36).

Effet des trois extraits d’Helix aspersa sur le nombre de leucocytes totaux

valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=5, **P<0,01 en comparaison avec le

groupe contrôle.
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inflammatoire des trois extraits : aqueux,

des différents extraits de l’escargot

a été développé au laboratoire.

a été instillée dans la trachée des animaux anesthésiés.

Le comptage cellulaire a montré une augmentation très significative (p=0,005) dans le

95) cellules/mm3, SEA (7,8x

dans lot Sibu (8.58 x

5) cellules/mm3. Dans le lot SEH,

a été très significativement réduit (3,5x 109±1,64,

sur le nombre de leucocytes totaux

01 en comparaison avec le
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b- Dans le liquide bronchoalvéolaire

Les leucocytes du liquide broncho-alvéolaire ont été également dénombrés à l’aide d’un

hématimètre. Les résultats obtenus montrent une augmentation très significative (p=0,00) des

leucocytes dans le lot traité par le Séphadex (Sx) (2944 x 109±384,29) cellules/mm3 ainsi que

dans le lot traité par l’anti-inflammatoire (SIbu) (1336 x 109±353,94) cellules/mm3.

Cependant, nous avons enregistré une diminution très significative (p=0,00) dans le nombre

des leucocytes dans les autres lots traités par nos extraits : SEA (712 x 109±186,33)

cellules/mm3, SEH (420 x 109±71,06) cellules/mm3 et SEO (424 x 109±104,3) cellules/mm3

par rapport au rats non traités (944 x 109±324,46) cellules/mm3 (Figure 37).

Le dosage des protéines totales dans le BALF, a montré une augmentation très 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 très significative (p=0,00) de la concentration

en protéines dans les lots traités par l’anti-inflammatoire après à l’instillation du Séphadex

(0,72±0,24) mg/mL et par les extraits aqueux (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

reçu le Séphadex (Figure 38).

Figure 37 : Effet des extraits d’Helix aspersa sur le taux des leucocytes dans le BALF

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

groupe contrôle.
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Figure 38: Effet des extraits d’

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart

3-2- Effet des trois extraits sur l’activité des neutrophiles pulmonaires

L’augmentation des leucocytes dans le BALF indique une activation de la réaction

inflammatoire. En vue de comprendre le méca

dans le poumon, nous avons mesuré l’activation des principales cellules inflammatoires

savoir les neutrophiles.

L’activation des neutrophiles dans le BALF a été évaluée par le dosage de l

myéloperoxydase (MPO). Les résultats montrent une augmentation non significative (p>0

de l’activité de l’enzyme dans le BALF du lot qui a reçu le

concentration de (24,47 ± 4,82) unité/mole d’H

2,17) unité/mole d’H2O2 dégradée. Nous avons également remarqué une diminution non

significative dans le lot traité par l’anti

taux de (23,79 ±9,32) unité/mole d’H

extraits d’Helix aspersa par rapport au lot Sx
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0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

1,4

1,6

1,8

2

T

C
o

n
ce

n
tr

at
io

n
e

n
p

ro
té

in
e

s
d

an
s

le
B

A
LF

(m
g/

m
L)

Résultats et Discussion

72

: Effet des extraits d’Helix aspersa sur la concentration en protéines dans le BALF

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

groupe contrôle.

sur l’activité des neutrophiles pulmonaires

leucocytes dans le BALF indique une activation de la réaction

de comprendre le mécanisme d’action des extraits d

dans le poumon, nous avons mesuré l’activation des principales cellules inflammatoires

L’activation des neutrophiles dans le BALF a été évaluée par le dosage de l

. Les résultats montrent une augmentation non significative (p>0

de l’enzyme dans le BALF du lot qui a reçu le Séphadex seul avec une

82) unité/mole d’H2O2 dégradée, par rapport au témoin (17

dégradée. Nous avons également remarqué une diminution non

significative dans le lot traité par l’anti-inflammatoire après l’instillation du

32) unité/mole d’H2O2 dégradée ainsi que dans les lots traités par les

par rapport au lot Sx : dans le lot SEA nous avons enregistré (21

dégradée, dans le lot SEH (17,69 ± 8,93) unité/mole d’H

dégradée et dans le lot SEO (19,02 ± 4,94) unité/mole d’H2O2 dégradée (figure
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Figure 39: Effet des extraits d’Helix aspersa sur l’activité de la myéloperoxydase

dans le BALF

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=5, P>0,05, en comparaison avec le

groupe contrôle.

3-3-Effet des trois extraits sur le poumon

a- Sur le flux 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 reçu le Séphadex seul

(1,03±0,27g), le lot traité par l’anti-inflammatoire (1,06±0,27g) et le lot traité par l’extrait

organique (1,01±0,34g) par rapport aux rats témoins (0,81±0,13g). Cependant, nous avons

remarqué que le poids des poumons chez les lots traités par l’extrait aqueux (0,86±0,07g) et

par l’extrait hydroalcoolique (0,81±0,13g) après l’instillation du Séphadex est le même que

chez le lot témoin (Figure 40).
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Figure 40: Effet des
Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart

b- Sur la structure pulmonaire

Afin de comprendre l’origine de l’augmentation du poids des poumons ainsi que l’effet des

différents extraits préparés à partir du gastéropode

pulmonaire, des coupes histologiques ont été réalisées. L’examen microsco

grossissement (x40) du lot témoin

bronchiole (B) dont l’épithélium (E)

(Figure 41-A). Au grossissement x100, nous avons pu identif

pneumocytes de type I (P I) et de type II (P II) au niveau des alvéoles (Av) (

Cependant, l’examen microscopique du lot qui a reçu le

trachéale a montré un poumon avec une structure

nous avons remarqué la présence d’un granulome à proximité de la bronchiole. L’espace

alvéolaire était infiltré par les leucocytes (flèche noire) (

l’anti-inflammatoire, nous avons remarqué la présence du mucus dans la lumière de la

bronchiole avec quelques c

pulmonaire était altéré. En revanche, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires

dans les alvéoles (figure 41-

l’extrait hydroalcoolique, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires dans

l’espace alvéolaire et l’épithélium respiratoire
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Effet des extraits d’Helix aspersa sur poids des poumons.
Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=5, P>0.05, en comparaison avec le

groupe contrôle.

Sur la structure pulmonaire

Afin de comprendre l’origine de l’augmentation du poids des poumons ainsi que l’effet des

différents extraits préparés à partir du gastéropode Helix aspersa sur la structure du tissu

pulmonaire, des coupes histologiques ont été réalisées. L’examen microsco

(x40) du lot témoin a montré une architecture pulmonaire normale

bronchiole (B) dont l’épithélium (E) est normal, entouré d’un faisceau de muscle lisse (ML)

). Au grossissement x100, nous avons pu identifier des macrophages (M), des

pneumocytes de type I (P I) et de type II (P II) au niveau des alvéoles (Av) (

microscopique du lot qui a reçu le Séphadex par instillation intra

trachéale a montré un poumon avec une structure altérée ; la paroi épithéliale

nous avons remarqué la présence d’un granulome à proximité de la bronchiole. L’espace

alvéolaire était infiltré par les leucocytes (flèche noire) (figure 41-B). Chez le lot traité par

avons remarqué la présence du mucus dans la lumière de la

bronchiole avec quelques cellules inflammatoires (flèches noires), et le parenchyme

pulmonaire était altéré. En revanche, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires

C). Quant au lot traité par l’extrait aqueux et le lot traité par

l’extrait hydroalcoolique, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires dans

et l’épithélium respiratoire est intact (figure 41-

T Sx SIbu SEA SEH SEO

Groups

Résultats et Discussion

sur poids des poumons.
type, n=5, P>0.05, en comparaison avec le

Afin de comprendre l’origine de l’augmentation du poids des poumons ainsi que l’effet des

sur la structure du tissu

pulmonaire, des coupes histologiques ont été réalisées. L’examen microscopique à faible

a montré une architecture pulmonaire normale avec une

normal, entouré d’un faisceau de muscle lisse (ML)

ier des macrophages (M), des

pneumocytes de type I (P I) et de type II (P II) au niveau des alvéoles (Av) (Figure 41-A).

éphadex par instillation intra-

la paroi épithéliale est dégradée,

nous avons remarqué la présence d’un granulome à proximité de la bronchiole. L’espace

). Chez le lot traité par

avons remarqué la présence du mucus dans la lumière de la

noires), et le parenchyme

pulmonaire était altéré. En revanche, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires

). Quant au lot traité par l’extrait aqueux et le lot traité par

l’extrait hydroalcoolique, nous avons remarqué moins de cellules inflammatoires dans

-D, figure 41-E).
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Concernant le dernier lot traité par l’extrait organique, nous avons observé un épithélium

respiratoire normal. Cependant, nous avons constaté la présence de cellules inflammatoires et

lymphocytes au voisinage des bronchioles. Ces cellules constituent le tissu lymphoïde associé

aux bronches (BALT) dans lequel nous avons identifié des cellules épithéliales (Ep), des

éosinophiles (e) et des cellules géantes (Cg) (figure 41-F). Ces résultats confirment

l’augmentation du poids du poumon dans le lot Sx, SIbu, 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 l’extrait hydroalcoolique et dans le BALF, a diminué la

concentration des protéines dans le BALF et a réduit l’infiltration des cellules inflammatoires

dans le tissu pulmonaire. Ces extraits semblent avoir une activité anti-inflammatoire.
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Figure 41 : Effets des extraits d’Helix aspersa sur l’histologie du poumon
Coupes histologiques colorées à l’hématoxyline-éosine à différents grossissement.

A : lot T, B : lot Sx, C : lot SIbu, D : lot SEA, E: lot SEH, F: lot SEO.

Av: alvéole, B: bronchiole, Cp: cellule géante, E: epithelium respiratoire,e: éosinophile, Ep: cellule épihéliale,

GR: globule rouge,M : macrophage, Mc: mucus, Ml: cellules musculaires lisses, P I : pneumocytes type 1, P II:

pneumocyte type 2, Vs: vaisseau sanguine, : infiltration leucocytaire.
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Chapitre 4 : Effet anti-tumoral des trois extraits : aqueux, hydroalcoolique et organique

4-1-Effet antitumoral des extraits aqueux et hydroalcoolique sur des lignées tumorales

de lymphome cutané (HUT-78 et SeAx)

Le pourcentage de mortalité des cellules cancéreuses a été évalué en utilisant le bleu de trypan

après une stimulation avec les extraits aqueux et hydroalcoolique pendant 24 h.

Le test de cytotoxicité a montré une augmentation du nombre des cellules mortes incubées

avec l’extrait aqueux par rapport aux cellules non traités de la lignée tumorale HUT-78

(14,44±0,69%), nous avons enregistré une augmentation dose dépendante très significative du

pourcentage des cellules mortes incubées avec 1 µg/mL (17,59±2,42%, p=0,006), avec 5

µg/mL (25,82±3.26%, p=0,005), avec 10 µg/mL (25,19±5,44%, p=0,004) et avec 50 µg/mL

de l’extrait aqueux (44,09±3.89%, p=0,003) (Figure 42), et une augmentation significative

avec 1 µg/mL (18,21±3,46%, p=0,012), avec 5µg/mL (24,11±5,06%, p=0,014), avec 10

µg/mL (27,67±5,44%, p=0,013), et une augmentation très significative avec 50 µg/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-à-vis des deux lignées tumorales Hut-78 et SeAx après le traitement avec

l’extrait hydroalcoolique. En effet, l’extrait hydroalcoolique a induit une augmentation dans la

mortalité cellulaire dose 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 µg/mL, 5

µg/mL, 10 µg/mL et 50 µg/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 µg/mL, (21,31±2,21%, p=0,004) avec 5 µg/mL, (23,41±2,25%, p=0,003) avec

10 µg/mL et (25±5,57%, p=0,016) avec 50 µg/mL en comparaison aux cellules non traitées de

la lignée SeAx (12,14±1,05) (Figure 43).
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Figure 42 : Effet de l’extrait aqueux sur la mortalité des lignées tumorales Hut-78 et

SeAx après 24h d’incubation

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=3 *p<0,05, **p<0,01 par rapport au contrôle.

Figure 43 : Effet de l’extrait hydroalcoolique sur la mortalité des lignées tumorales Hut-

78 et SeAx après 24h d’incubation

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type, n=3*p<0,05, **p<0,01 par rapport au contrôle.
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4-2-Mode d’action de l’extrait aqueux sur les deux lignée

Etant donné que l’extrait aqueux

utilisées à la concentration de 50 µg/m

cellulaire exercé par cet extrait. Pour cela

colorant de l’ADN : le hoechst.

tumorales a montré une fragmentation nucléaire caractérisée par une coloration

qui indique une condensation de la chromatine (

comparaison avec les cellules non traitées (

nucléaire normale et ne présentent pas

(flèches rouges-figure 44A).

Figure 44: Marquage nucléaire

A : Marquage nucléaire par le colorant hoechst

(contrôle), (B) : Marquage nucléaire

aqueux à la concentration de 50 µg/m

42 %, (C) : Marquage des noyaux

l’extrait (contrôle). (D) : Marquage nucléaire

avec l’’extrait aqueux à 50 µg/mL

*
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Mode d’action de l’extrait aqueux sur les deux lignées Hut-78 et SeAx

Etant donné que l’extrait aqueux s’est avéré le plus toxique envers les lignées tumorales

la concentration de 50 µg/mL ; nous avons essayé de déterminer le

cet extrait. Pour cela, un marquage nucléaire a été réalisé avec le

oechst. L’observation par microscope à fluorescence

une fragmentation nucléaire caractérisée par une coloration

qui indique une condensation de la chromatine (flèches jaunes-figure 4

cellules non traitées (figure 44 A/C) qui présentent

nucléaire normale et ne présentent pas de fluorescence (*), à l’exception de quelques cellules

Marquage nucléaire par le colorant Hoechst des cellules tumorales incubées

avec l’extrait aqueux.

par le colorant hoechst des cellules tumorales HUT-78 en absence de l’extrait

arquage nucléaire par le hoechst des cellules tumorales HUT-78 incubées avec l’extrait

la concentration de 50 µg/mL. Le pourcentage des cellules apoptotiques identifiées

arquage des noyaux par la coloration hoechst des cellules tumorales de la lignée SeAx s

arquage nucléaire par la coloration hoechst des cellules tumorales SeAx traitées

vec l’’extrait aqueux à 50 µg/mL. La moyenne des cellules apoptotiques est d’environ 25%.
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; nous avons essayé de déterminer le mécanisme

un marquage nucléaire a été réalisé avec le

par microscope à fluorescence des cellules

une fragmentation nucléaire caractérisée par une coloration brillante, ce

figure 44 B/D) en

présentent une morphologie

e fluorescence (*), à l’exception de quelques cellules

des cellules tumorales incubées

78 en absence de l’extrait
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. Le pourcentage des cellules apoptotiques identifiées est d’environ
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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 (MK2) 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, chaque extrait présente un effet toxique

envers la lignée tumorale Huh7. En effet, l’extrait hydroalcoolique a induit une inhibition de

la croissance avec un pourcentage de (15±0,01%, p=0,008), tandis que l’extrait organique a

provoqué l’inhibition de 50 % de la population (50±0,29%, p=0,01) (figure 45). En revanche,

les deux extraits n’ont aucun effet sur la lignée tumorale A549.

Figure 45 : Effet anti-prolifératif des extraits hydroalcoolique et organique sur des

lignées normale et tumorales.

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

contrôle.

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-à-vis la lignée

cellulaire non tumorale utilisée dans ce test. L’extrait aqueux semble induire une apoptose

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

hydroalcoolique (l’expression de la MMP-9 dans des lignées de lymphome cutané)

Pour vérifier si la fragmentation nucléaire et le changement de l’ADN sont associés à 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

après 24h d’incubation, pour tester l’activité de la MMP-9 par zymographie. Les zones

blanches apparaissent et correspondent aux zones de l’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 l’absence d’effet antiangiogénqiue des deux extraits, nous avons analysé

l’expression de la MMP-9 après un traitement avec deux cytokines utilisées comme contrôle

positive : CXCL10 et IL-17. CXCL10 a induit une légère augmentation dans la production de

la MMP-9 dans la lignée tumorale Hut-78. Cependant, l’effet de l’IL-17 a été plus prononcé

dans ces cellules, ce qui suggère 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 exprimée par ces cellules.
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Figure 46 : Effet des extraits aqueux et hydroalcoolique sur la production de la MMP-9

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

A: Puits 1-2: HUT-78 contrôle, puits 3-4: HUT-78 / EA 1 µg/ml, puits 5-6: HUT-78 / EA 5μg / ml. puits 7-
8:HUT-78/EA 10μg / ml, puits 9-10: HUT-78/EA 50µg/ml. B:puits 1-2: HUT-78 contrôle, puits 3-4: HUT-78 / 
EH 1 µg/ml, puits 5-6: HUT-78 / EH 5μg / ml, puits 7-8-9: HUT-78 / EH 50μg / ml. C: puits 1-2: SeAx control, 
puits 3-4: SeAx / EA 1 µg/ml, puits 5-6: SeAx / EA 5μg / ml, puits 7-8: SeAx / EA 10μg/ml, puits 9-10: SeAx / 
EA 50μg/ml.  D: puits 1-2: SeAx control, puits 3-4: SeAx / EH 1 µg/ml, puits 5-6: SeAx / EA 5 μg / ml. puits7-
8: SeAx / EH 1 µg/ml, puits 9-10: SeAx/ EH 50 µg/ml. E: puits 1: SeAx Contrôle, puits 2: SeAx / CXCL10 (500
pg/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 / CXCL10 (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 de l’extrait protéique soluble de la chair de l’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 à partir du pied du gastéropode Helix aspersa

présentent plusieurs activités biologiques. Dans cette partie, nous avons essayé de purifier les

protéines solubles à 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 protéines solubles au sulfate d’ammonium

L’étude 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 précipitées dans le

tampon acétate de sodium à 90% de saturation en sulfate d’ammonium. Les deux fractions

obtenues après l’extraction ont été nommées « C » pour culot et « F » pour filtrat. Nous avons

mesuré la densité optique des deux fractions à λ=280 nm. Les résultats montrent que l’extrait 

« C» a une Do de 0,8. L’absorbance est par contre proche de zéro dans l’extrait « F » (figure

47). Nous avons également réalisé une SDS-PAGE sur les deux extraits. L’analyse des gels

révèle l’absence de bandes protéiques dans le filtrat « F ». Cependant, le culot contient

plusieurs bandes protéiques de différent poids moléculaires (flèche). Celles-ci pourraient

correspondre à des protéines spécifiques de l’escargot Helix aspersa (figure 47).

6-2- Fractionnement de l’extrait protéique sur la Q-sepharose

Dans la deuxième étape, le culot « C » a été fractionné sur une colonne échangeuse d’anions :

Q-Sépharose. Les protéines sont alors éluées grâce à un gradient en NaCl de 0 à 1M dans le

tampon Tris-HCl. La lecture de l’absorbance des différentes fractions collectées a été

effectuée à λ=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 appelées 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 protéiques (flèche). La fraction P3 contient majoritairement trois bandes

protéiques diffuses caractérisées par des PM apparents respectivement de 14,4 kDa, 31,0 kDa

et >66,2 kDa (flèche).



Figure 47 : Mesure
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Mesure de l’absorbance des deux fractions C et F à λ=280nm

PAGE colorée au nitrate d’argent des deux extraits C et F est également représenté dans la figure.
1: les marqueurs de taille, 2 : le culot et 3 : le filtrat.
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Figure 48 : Q-Sepharose FF de l'extrait « C ».

SDS-PAGE colorée au nitrate d’argent des fractions obtenues est également représenté dans la figure.

1: les marqueurs de taille, 2 : P3, 3 :P2 et 4 : P1.

0

0,2

0,4

0,6

0,8

1

1,2

0

0,5

1

1,5

2

2,5

3

T1 T2 T3 T4 T5 T6 T7 T8 T9

T1
0

T1
1

T1
2

T1
3

T1
4

T1
5

T1
6

T1
7

T1
8

T1
9

T2
0

T2
1

T2
2

T2
3

T2
4

T2
5

Absorbance à
280nm

Volume d'élution (ml)

Concentration en NaCl
(Mol/l)

P1

P3

P2

1 2 3 4

66.2

45.0

31.0

21.5

14.4

PM kDa

-



Résultats et Discussion

86

6-3- Mise en évidence de l’activité protéolytique dans les fractions obtenues

L’activité enzymatique des extraits bruts « C » ainsi que des fractions fractionnées par

chromatographie échangeuse d’anions (P1, P2 et P3) a été évalué en utilisant des substrats de

synthèse : 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 à 37° avec les substrats. La

mesure de l’absorbance à 440 nm a été effectuée à l’aide d’un fluorimètre.

Les résultats ont montré une faible activité protéolytique de la fraction « C » et cela vis-à-vis

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 même observation a été faite avec la fraction P1 (fraction non

retenue de la chromatographie échangeuse d’anions de l’extrait brut C) avec une activité

catalytique 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 très faible

activité vis-à-vis Boc-Arg (9,88±1,53, p=0,001), (Figure 49)

Une très forte activité protéolytique a été détectée avec la fraction P2 issue de la

chromatographie échangeuse d’anions de l’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 à la

deuxième fraction retenue de la chromatographie échangeuse d’anions de l’extrait « C »,

(Figure 49).
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Figure 49 : Mesure de l’activité protéolytique des différentes fractions envers des substrats de

synthèse.

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

6-4- Identification des protéases dans les différentes fractions

Selon les résultats obtenus lors des mesures de l’activité protéolytique, l’extrait « C » ainsi

que les fractions obtenues après 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 à sérine et

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

Les résultats représentés, sur la figure 51, montrent une inhibition de l’activité enzymatique

de l’extrait C en présence des deux inhibiteurs avec une intensité de fluorescence résiduelle de

(7,02±0,35, p=0,00) avec l’inhibiteur pefabloc (figure 50-A) et (14,49±1,62, p=0,001) avec

l’inhibiteur iodocétamide (figure 50-B), cela indique la présence de deux classes de protéases

dans l’extrait brut : les protéases à sérine et à cystéine. De plus, l'activité enzymatique n'est

pas totalement inhibée en présence d'un seul parmi les deux inhibiteurs. En revanche,

l’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 à la fois des protéases à sérine et à cystéine, avec une

prédominance de l'activité protéase à sérine étant donné un effet inhibiteur plus marqué du

pefabloc (figure 50-A/B).

Figure 50 : Mesure de l’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 moyenne±écart-type, n=3 *P<0,05
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6-5- Evaluation de l’activité antiproliférative des extraits et des fractions

chromatographiques

L’effet antiprolifératif des extraits bruts (C et F) ainsi que des fractions obtenues après 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 après 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 la lignée tumorale Huh7

et (7,03±0,25%, p=0,042) contre la lignée tumorale K562 (Figure 51-A).

Les deux fractions retenues P2 et P3 issues de la chromatographie échangeuse d’anions de

l’extrait C n’ont aucun effet antiprolifératif sur la lignée 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’avère très 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 la lignée A549 (Figure 51-B). La fraction P3 a entrainé une inhibition

de la prolifération de la lignée tumorale A549 avec un taux de (19,86±0,13%, p=0,02)

(Figure 51-C).

Quant à l’extrait brut F, on a enregistré une inhibition de la mortalité des différentes lignées

matricielles y compris la lignée normale MK2, avec presque le même 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-à-vis 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 la lignée tumorale liquide K562. (Figure 51-D).
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Activité antiproliférative des extraits bruts C et F ainsi que de

obtenues sur Q-Sepharose.

Toutes les valeurs sont exprimées en moyenne±écart-type n=4, **p<0,01,***<0

Le fractionnement de l’extrait protéique sur la Q-Sepharose a donné 3 pics protéiques

(P1 et P2) présentent une activité protéolytique et

contre quelques lignées tumorales. Le troisième pic (P3) ne présente

toxique envers d’autres lignées tumorales.
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Dans la présente étude nous avons essayé d’évaluer les effets biologiques de l’homogénat

ainsi que trois extraits (extrait aqueux, extrait hydroalcoolique et extrait organique) préparés à

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 aqueux et hydroalcoolique. La présence de ces

macromolécules dans la chair de l’escargot pourrait lui conférer une qualité nutritive très

intéressante et pourrait présenter des effets thérapeutiques. La présence des protéines dans

l’extrait hydroalcoolique a été confirmée par l’électrophorèse 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 biosignalisation. 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 être confirmée par la purification et l’étude structurale des

différentes lectines éventuelles de cette espèce.

L’activité hémagglutinante d’Helix aspersa a déjà été démontrée en 1971 (Bizot, 1971) dans

un extrait de glande de l’albumen (une glande appartenant au système reproducteur de

l’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 invertébrés

terrestres ou marins, ces protéines font souvent partie d’un système d’immunité innée et

présentent des spécificités pour les glucides présents à la surface des organismes pathogènes

(Vasta, 1992). Des travaux se sont intéressés à l’étude des différentes activités biologiques

des lectines. Plusieurs effets ont été démontrés : 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 flavonoïdes

sont également connus pour leur activité antioxydante. Afin de mettre en évidence la présence

des flavonoïdes, nous avons réalisé un test colorimétrique. Le résultat a montré un

changement de coloration vers le jaune en présence de HCl, Mg2+ et NaOH. Ce résultat

indique la présence des flavonoides. Ce test n’est qu’une étude préliminaire, il doit être

confirmé par la purification et la caractérisation des flavonoïdes par différentes techniques.
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Afin de vérifier l’effet antioxydant in vivo du pied d’Helix aspersa, nous avons nourrit des

rats ayant reçu un immunosuppresseur (cyclosporine A), avec un homogénat du pied. La

cyclosporine A est un médicament 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 médicaments immunosuppresseurs agissent sur les cellules immunitaires à différents

niveaux et cela dans le but d’empêcher le déroulement de la réponse immunitaire et prévenir

le rejet 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 signalisation qui active la synthèse de l’IL-2 (figure

52), inhibant par conséquent à la fois l’immunité cellulaire et humorale (Khalil, 1997).

Le mode d’action de la cyclosporine sur le système immunitaire a été mis en évidence . La

molécule pénètre 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 l’inhibition de la phosphorylation et la

translocation nucléaire du NFAT (figure 53). Il en résulte l’inhibition de les principales

cellules impliquées dans le rejet, à savoir le LTh et le LTc (Ansermot, 2007 ; Benoit-

Biancamano, 2009).
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Figure 52 : Les différentes voies de signalisations dans le lymphocyte T (Goldsby et al.,

2000).

La diminution significative du taux des leucocytes et plus particulièrement les Lymphocytes

T dans le lot traité à la cyclosporine A par rapport au lot témoin est dû à l’effet inhibiteur de la

prolifération et l’activation des lymphocytes T. En effet, l’examen des frottis périphériques du

lot qui a reçu la cyclosporine A (CsA) était très pauvre en leucocytes, notamment les

lymphocytes. L’effet inverse a été constaté dans les lots CH et H où on a remarqué une

augmentation significative des leucocytes et plus précisément les lymphocytes. Ces résultats

suggèrent que homogénat du pied du gastéropode Helix aspersa agit sur les cellules T par

l'intermédiaire d’une voie CsA-sensible, en activant la production de l’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 s'expliquer par l'effet de la cyclosporine sur les

granulocytes. Les résultats montrent aussi l’absence d’effet de l’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 l’immunophilline dans le cytoplasme des hématies, qui peut lier la

cyclosporine, ce qui entraine l’altération des érythrocytes (Foxwell et al., 1988). Dans les

deux lots CH et H, les hématies présentent une structure normale, indiquant l’effet protecteur

de l’homogénat.

L’analyse des frottis médullaires chez différents groupes traités a montré que la cyclosporine

A a un effet sur la moelle osseuse en entrainant une diminution des cellules. Les frottis

médullaires des lots CH et H étaient plus riche en précurseurs médullaires. Ce résultat

indiquerait un effet stimulateur de l’homogénat sur l’hématopoïèse.
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Les résultats de cette étude indiquent l’effet immunostimulant et protecteur de l’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, l’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 l’hépatotoxicité induite par la

cyclosporine A : la production des espèces réactives d’oxygène (ROS), l’altération du système

antioxydant hépatique et l’augmentation de la peroxydation lipidique (Andrĕs et al., 2000 ;

Durak et al., 2004 ). De ce fait, il est important de maintenir un équilibre entre les molécules

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

Dans notre étude, le traitement des rats avec la cyclosporine à la dose (20-60 mg/mL)

pendant 21 jours n’a entrainé aucun décès chez les animaux. Le médicament induit une

augmentation de la quantité des transaminases TGO et TGP chez les rats. Il est bien connu

que l’augmentation du taux des transaminases indique une cytolyse hépatique (Herrera,

1993), ces enzymes ayant une activité métabolique à l’intérieur des cellules. Ces enzymes

sont présentes dans plusieurs tissus et organes (foie, cœur, reins, muscles…). Plusieurs études

ont montré que 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 ; Erarslan, et al., 2010 ). L’association de la cyclosporine A avec l’homogénat diminue

significativement le taux des transaminases.

Par ailleurs, une augmentation de la quantité du MDA a été observée dans le lot traité à la

cyclosporine A. Cela suggère une peroxydation lipidique résultant d’une lésion hépatique. Le

MDA est l’un des produits terminaux formé lors de la décomposition des acides gras

polyinsaturés médiée par les radicaux libres. Les taux élevés de MDA suggèrent donc un

stress oxydatif. Le traitement par l’homogénat du mollusque Helix aspersa a induit une

diminution du taux du MDA hépatique.

Il est connu qu’en réponse à l’accumulation des ROS, les hépatocytes activent un mécanisme

de défense et de détoxification à travers divers enzymes anti-oxydantes. Les principaux

systèmes de détoxification sont la catalase et le GSH. La catalase est une enzyme
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antioxydante qui catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogène en dioxygène et

dihydrogène. Le glutathion réduit participe aussi au cycle d’oxydoréduction pour convertir

l’H2O2 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 à la diminution du rapport glutathion réduit/glutathion oxydé dans les

hépatocytes de rats en culture (Hagar, 2004). Cette diminution du glutathion est expliquée par

l’inhibition de la GSH peroxydase et est responsable en partie de l’hépatotoxicité (Inselmann

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 empêche

l’augmentation de la perméabilité membranaire résultant de la lésion oxydante du foie

(Fukuzawa et al., 1995).

Dans notre étude, 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 (Andrĕs et al., 2000 ; Durak et al., 2002

Hagar, 2004 ; Kaya et al., 2008 ; Erarslan, et al., 2010 ). L’effet inverse a été observé avec

l’association homogénat-cyclosporine. En effet, nous avons remarqué la restauration de la

capacité anti-oxydante comparativement au groupe traité par la cyclosporine A seule et que le

traitement de la cyclosporine associée à l’homogénat semble protéger les hépatocytes contre

la toxicité induite par la cyclosporine.

Le traitement par l’homogénat semble prévenir la peroxydation lipidique, diminuer l’activité

des enzymes ALAT et ASAT induite par la cyclosporine et augmenter l’activité du système

anti-oxydant (catalase et glutathion réduit). Ces résultats suggèrent que l’homogénat rétabli

l’équilibre entre les oxydants et les antioxydants, perturbé par la cyclosporine dans le tissu

hépatique.

Cet effet pourrait être 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 oligoéléments : Cu2+,

Zn2+ et Se2+ accumulés dans la chair de cette espèce qui font partie du système antioxydant

non enzymatique (Gomot, 1998 ; Navarro-Alarcon et Cabrera-Vique, 2008 ; Toader,

2009). La fonction de ces oligoéléments seraient de piéger les radicaux l’O2
-· et l’OH·. La

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

la peau, empêcherait la peroxydation lipidique (Zaafour, 2014).
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Nous pouvons suggérer, dès lors, que l’administration de l’homogénat de l’escargot Helix

aspersa aurait un rôle thérapeutique comme agent anti-oxydant dans la prévention de la

toxicité induite par la cyclosporine A et pourrait être associé au régime chez les patients

greffés.

Dans une deuxième partie, et dans le but d’évaluer l’effet anti-inflammatoire des extraits

aqueux, hydroalcoolique et organique préparés à partir du pied de l’escargot Helix aspersa, un

model animal de l’inflammation pulmonaire a été développé, par instillation intra-trachéale de

particules de Séphadex G-200.

C’est un modèle de l’inflammation aigue des bronches et des alvéoles. Il est connu que la

progression de la réaction inflammatoire est caractérisée par l’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 myéloperoxydase, de lysozymes et des

espèces réactives de l’oxygène ce qui aboutit à la formation de l’œdème (Dallegri et

Ottonello, 1997 ; Mastrangelo et al., 1998 ). Il constitue un modèle idéal pour l’évaluation

des effets anti-inflammatoires des biomolécules.

Les particules de Séphadex traversent l’épithélium bronchique et induisent le chimiotactisme

des éosinophiles. Ces derniers provoquent l’augmentation de la perméabilité des vaisseaux, la

formation de l’œdème, la contraction du muscle lisse et l’hypersécrétion du mucus par les

cellules caliciformes. La présence des éosinophiles est le résultat de la production de l’IL-5

par les LTh2. Cette cytokine induit le recrutement des cellules inflammatoires dans le

poumon qui pourrait être associé à une augmentation de l’expression de chimiokines, des

cytokines, des médiateurs lipidiques (Namovic et al., 1996 ; Haddad et al., 2002) et la

formation du granulome composé de macrophages, de monocytes, d’éosinophiles et de

cellules géantes multinucléées. Le macrophage secrète les protéases, les leucotriènes et des

facteurs chimiotactiques pour les neutrophiles. Une fois dans le tissu pulmonaire, les

neutrophiles jouent un rôle très important dans l’inflammation. En effet, ces cellules

inflammatoires s’accumulent et commencent à produire dans le parenchyme pulmonaire des

granules contenant des enzymes telles que l’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 alvéolaire ; leur destruction provoquerait la

perte de l’élasticité et la formation de l’emphysème (Kierszenbaum, 2002).

L’augmentation très significative de leucocytes dans le BALF du lot Sx indique

l’inflammation du poumon. L’observation de l’inflammation cellulaire dans le tissu

pulmonaire et en concordance avec l’augmentation dans le taux des leucocytes totaux et dans

le BALF. Plusieurs études ont montré l’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 principalement des éosinophiles et des

neutrophiles.

Le traitement par les trois extraits aqueux, hydroalcoolique et organique a diminué

significativement le taux des leucocytes totaux dans le BALF et ont diminué l’inflammation

observé dans le lot Sx, ce qui indique un effet modulateur des extraits d’Helix aspersa en

inhibant le chimiotactisme des cellules inflammatoires.

Par ailleurs, l’examen microscopique des coupes histologiques du poumon, a montré une

structure normale de la paroi bronchique avec l’absence du granulome notamment dans le lot

traité par les extraits aqueux et hydroalcoolique. En revanche, la co-administration du

Séphadex avec l’anti-inflammatoire non stéroïdien (lot Sibu) n’a pas diminué le taux des

leucocytes totaux dans le sang. Cependant, elle l’a diminué dans le BALF. Cette diminution

pourrait être due à son effet local, au niveau du tissu pulmonaire, en inhibant le

chimiotactisme des cellules inflammatoires.

L’administration du Séphadex a provoqué l’augmentation du poids des poumons suite au flux

du fluide dans ceux-ci. Ce résultat est similaire à celui obtenu par Evaldsson et al. (2011). Le

traitement par l’AINS semble aggraver l’œdème dans les poumons. En revanche, l’œdème a

diminué après le traitement par les extraits aqueux et hydroalcoolique où on a enregistré le

même poids que chez les rats témoins et aucun changement dans le lot qui a reçu l’extrait

organique par rapport aux rats du lot Sx.

L’augmentation de la concentration des protéines dans le BALF du lot Sx pourrait indiquer

l’augmentation de la production des cytokines inflammatoires. Des études réalisées

auparavant ont montré l’activation de la production du TNF α, des leucotriènes C4, D4 et E et

de la prostaglandine E2, suite à l’instillation du Séphadex dans la trachée des rats (Evaldsson

et al., 2011 ; Zhipeng et al., 2012 ; Nagar et al., 2015).
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Le traitement par l’AINS a induit une diminution de la concentration des protéines ce qui

confirme leur effet anti-inflammatoire probablement en bloquant la synthèse et la production

de quelques médiateurs inflammatoires (médiateurs lipidiques) et en agissant sur la voie 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

l’inhibition de l’enzyme pro-inflammatoire cyclooxygénase ou COX. Il existe des AINS

inhibiteurs non sélectifs de COX qui inhibent à la fois la COX 1 et la COX 2 et des

inhibiteurs sélectifs de COX 2 (Helms, 2006 ; Gautam & Jachak, 2009 ; Rang & Dale,

2012).

Afin de valider l’inflammation au niveau du poumon, de vérifier l’implication des

neutrophiles, et de comprendre le mécanisme inflammatoire, nous avons dosé l’activité de la

myéloperoxydase. La myéloperoxydase est le constituant majeur des granules des

neutrophiles. C’est une enzyme hémique avec une activité peroxydase et de chloration. Elle

utilise l’H2O2 pour produire l’acide hypochloreux (HOCl), un oxydant fort. Elle possède 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 reçu le Séphadex par instillation intra-

trachéale. Le traitement par les extraits aqueux, hydroalcoolique et organique a entrainé une

diminution de cette enzyme dans le BALF. L’utilisation d’un anti-inflammatoire non

stéroïdien a également diminué l’activité de la MPO.

L’élévation de l’activité de la MPO indique une importante activation des neutrophiles, la

présence du peroxyde d’hydrogène reflète un stress oxydatif au niveau des cellules

pulmonaires qui résulte d’une réaction inflammatoire incontrôlée et une dégranulation

massive des neutrophiles (Serteyn et al., 2003). Elle peut engendrer une destruction locale

du tissu (Serteyn et al., 2003). Dans l’inflammation aigue, la concentration de la MPO

augmente dans les alvéoles en corrélation avec une activité oxydante dans le liquide du lavage

alvéolaire, avec le nombre des neutrophiles et avec d’autres produits de leur dégranulation tel

que l’élastase (Eiserich et al., 1998 ; Mathy Hartert et al., 2000). De plus, la MPO désactive

les anti-protéases, ce qui permet à l’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 l’activité de la MPO pourrait être également due à la

production des ROS par les cellules pulmonaires sous l’effet du Séphadex.
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La diminution de l’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 à la diminution de l’activité des

neutrophiles dans le BALF en inhibant la production de l’élastase ou par l’inhibition de leur

adhésion à l’endothélium et leur migration trans-endothéliale. L’activité hémagglutinante

d’Helix aspersa pourrait jouer un rôle dans l’inhibition de l’adhésion et du processus de

diapédèse par interaction des molécules agglutinantes contenues dans les extraits avec les

molécules d’adhésion exprimées sur les cellules endothéliales telle que la sélectine E.

Nos résultats montrent que des extraits d’Helix aspersa avaient un effet sur l’inflammation

pulmonaire. A notre connaissance, aucune étude préalable n’a encore évalué l’effet anti-

inflammatoire sur les poumons des différents extraits de ce gastéropode. Cependant, notre

équipe a évalué l’effet protecteur de sa bave contre une colite chimio-induite. Les auteurs ont

montré que la bave diminue l’inflammation induite par l’acide acétique au niveau du colon et

ont suggèré que les molécules bioactives contenues dans la bave du mollusque 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 première partie nous avons évalué l’effet cytotoxique des

extraits aqueux et hydroalcoolique contre deux lignées tumorales du lymphome cutané Hut-78

et SeAx. Dans une deuxième partie, nous avons mesuré l’effet antiprolifératif des extraits

hydroalcoolique et organique contre des lignées cellulaires normales (MK2) et tumorales

matricielles (A549 et Huh7) et une lignée tumorale liquide (K562). Les trois extraits préparés

à partir du gastéropode ont montré une activité cytotoxique contre les lignées tumorales

testées. En effet, l’extrait aqueux, utilisé à la dose de 50µg/mL, a induit 44,09% de mortalité

dans la lignée tumorale Hut-78 et 31,47% dans la lignée tumorale SeAx. L’extrait

hydroalcoolique utilisé à la même concentration (50µg/mL) a induit 29,9 % de mort

cellulaire de la lignée Hut-78 et 25,0% pour la lignée SeAx. Nous avons montré que l’extrait

aqueux était plus cytotoxique que l’extrait hydroalcoolique envers la lignée tumorale HUT-

78. Ce résultat pourrait s’expliquer par la composition chimique de l’extrait aqueux ainsi que

par les caractéristiques de la lignée tumorale Hut-78.

Les deux lignées tumorales Hut-78 et SeAx dérivent en effet du sang périphérique de patients

atteints du syndrome Sézary âgés respectivement de 50, et 70 ans. La lignée tumorale Hut-78

est résistante à l’apoptose, ce sont des lymphoblastes produisant l’IL-2 et le TNFα. Ils 
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expriment l’IL-2R et sont CD4
+. Elles présentent des mutations touchant les gènes 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 (Signal Transduser and Activator of Transcription 3), une résistance à l’apoptose et à

l’inhibition de la croissance par l’IFN, ainsi que la production de IL-5, IL-6, IL-13 et le

VEGF. La lignée tumorale SeAx est CD3
+, CD4

+ et CD8
- (Woetmann et al., 2007).

Par la suite, nous avons également analysé la morphologie des noyaux et la condensation de la

chromatine de la lignée tumorale Hut-78 incubées avec l’extrait aqueux.

L’utilisation du colorant nucléaire Hoechst nous a montré que les cellules tumorales incubées

en présence de l’extrait aqueux apparaissent en apoptose avec des noyaux fragmentés et une

chromatine très condensée. Ces résultats doivent être confirmés par une analyse de

l’expression des gènes apoptotiques.

Le test MTT a révélé que l’extrait hydroalcoolique a une activité antiproliférative de 15% sur

la lignée tumorale hépatocytaire Huh7. En revanche il n’a aucune activité envers la lignée

cellulaire normale MK2 ainsi que les deux lignées tumorales A549 et K562. L’extrait

organique n’a pas d’effet sur la lignée cellulaire normale MK2, ni vis-à-vis les lignées

tumorales K562 et A549. En revanche, il a entrainé 50 % d’inhibition de la lignée tumorale

Huh7. Ces résultats montrent un effet sélectif des molécules des extraits organique et

hydroalcoolique vis-à-vis des lignées normales et cancéreuses. Nous suggèront que la

présence des polyphénols et de lectines serait responsable de l’activité antiproliférative

observée.

Peu de travaux ont évalué, jusqu’à présent, l’effet antiprolifératif du mollusque Helix aspersa.

En 2013, notre équipe a démontré une activité très cytotoxique de l’extrait aqueux vis-à-vis

cellules tumorales du cancer du sein. Il a été démontré que l’extrait induit une nécrose dans

ces cellules en diminuant le taux de Bcl-2 dans la lignée tumorale Hs578T et a été suggèré

que les lectines et les polyphénols en soient responsables (El ouar et al., 2013).

Récemment notre équipe a aussi montré un effet protecteur du même extrait contre

l’hépatotoxicité induite par un carcinogène chimique La N-méthyl-N-nitrosourée (ou N-

nitroso-N-méthylurée). L’extrait a inhibé le processus de la carcinogénèse 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 démontré un effet antiprolifératif contre
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plusieurs lignées tumorales de l’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 l’hémocyanine (Burke et al.,

1977). Chez l’homme, la protéine permet de détruire les tumeurs et d'activer le système

immunitaire (Lamm et al., 2000). D’autres études ont démontré ces mêmes 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 l'hémocyanine impliquerait un effet immuno-modulateur

sur divers types de cellules immunitaires, conduisant à l’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 l’escargot africain :

Achatina fulica (Kim et al., 1996). Cette molécule dont le poids moléculaire est de 114 kDa

est sécrétée à la surface suite à une stimulation de l’animal (Jeong et al., 2001) et possède

plusieurs activités biologiques, notamment l’inhibition de la croissance de la tumeur chez des

souris greffées par des cellules de sarcome. Cette activité anti-tumorale serait due à son action

inhibitrice de l’angiogénèse par la diminution de l’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 (TNFα et IL-1β), l’expression in

vitro des molécules de co-stimulation B7-1 et B7-2, le CD40 ainsi que les molécules de

présentation de l’antigène CMH II par des cellules dendritiques immature (Kim et al., 2007).

D’autres chercheurs se sont intéressés à l’étude de peptides isolés à partir de plusieurs

éponges marines dont la majorité sont des peptides cycliques. Ces cyclopeptides sont des

métabolites secondaires qui possèdent de nombreuses activités biologiques notamment

l’activité anticancéreuse (Malaker & Shah, 2013). Un de ces peptides a été testé sur des

lignées tumorales. Il a été montré qu’il induit l’apoptose dans ces lignées tumorales en

activant la caspase-3 et en diminuant l’expression de la bcl-2 (Odaka et al., 2000 ; Cioca et

al., 2002). Ce même peptide a un effet antimitotique suite à sa capacité de liaison à la tubuline

(protéine des microtubules, constituant majeur du cytosquelette) (Gamlble et al., 1999 ;

Loganzo et al., 2003).

D’autres peptides ont été isolés à partir de plusieurs mollusques, dont on peut citer : la

contoxine. Comme son nom l’indique, ce peptide a été isolé à partir d’un escargot marin

appartenant au genre Conus (Malaker & Shah, 2013). Ces peptides ont plusieurs effets:



Résultats et Discussion

103

 Un effet antimitotique en inhibant l’assemblage des microtubules et leur

polymérisation ; bloquant ainsi les cellules cancéreuses en métaphase (Poncet et al.,

1999).

 Un effet antitumoral en induisant un désordre dans la fonction lysosomiale, ce qui

entraine la mort cellulaire (Garcia-Rocha et al., 1996).

 Un effet bloquant de l’expression de quelques gènes codant pour des enzymes

impliquées dans la réplication de l’ADN et la prolifération cellulaire induisant ainsi

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

Afin d’examiner l’activité antiproliférative des extraits aqueux et organique sur les lignées

tumorales HUT-78 et SeAx, nous avons évalué la production de l’une protéase impliquée

dans l’angiogénèse et l’invasion tumorale. La cellule tumorale a la capacité de subir des

métastases et d’envahir les tissus sains, grâce à la présence d’une famille de protéases

appelées métalloprotéinases (MMPs). Ces enzymes dégradent 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 impliquées dans l’invasion tumorale et les métastases (Antonicelli et al., 2012).

En effet, plusieurs études 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 synthèse 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 aqueux et hydroalcoolique avec des concentrations de 1µg/mL, 5µg/mL, 10µg/mL et

50µg/mL, , n’a pas entrainé une modification dans l’expression de la MMP-9.
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Figure 54 : Représentation schématique des voies de signalisation impliquées dans le

contrôle de l’expression des MMPs (Rannou et al., 2005).

L’absence d’effet des extraits indique que les différentes molécules contenues dans les deux

extraits aqueux et hydroalcoolique n’a induit aucune modification au niveau moléculaire dans

la cascades de transduction qui peuvent activer l’expression de la MMP-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 à partir du pied du gastéropode Helix aspersa

présentent plusieurs activités biologiques. Nous avons essayé de fractionner les protéines

solubles à partir de la chair d’Helix aspersa en réalisant une précipitation au sulfate

d’ammonium, suivie d’une chromatographie sur colonne échangeuse d’anions. Après

précipitation de l’extrait brut d’Helix aspersa, deux fractions ont été obtenues par

centrifugation et dialysées contre de l’eau. La lecture de l’absorption ultraviolet ainsi que

l’électrophorèse SDS-PAGE, indiquent que seulement l’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-Gln-Ala-Arg-AMC). Cette activité a

augmenté après le fractionnement par chromatographie sur Q-Sepharose. En effet, nous avons

enregistré une activité protéolytique 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 même. Cependant, nous n’avons

détectée aucune activité enzymatique dans la fraction P3, ce qui indique l’absence de

protéases susceptibles de cliver les substrats utilisés. Par ailleurs, une forte diminution de

l’activité protéolytique a été enregistrée dans la fraction P2 après l’utilisation de l’inhibiteur

de protéase à sérine (pefabloc) ce qui suggère la présence de cette classe de protéases. Après

l’utilisation de l’iodocétamite, un inhibiteur de protéase à cystéine, nous avons constaté une

très faible diminution de l’activité protéolytique dans la fraction C et dans P2 ce qui montre

que l'activité protéolytique est principalement due à des protéases à sérine ou éventuellement

à d'autres classes de protéases non investiguées dans cette étude. Par ailleurs, on peut exclure

la présence de protéases à cystéine dans P1 puisqu'aucune diminution de l'activité

enzymatique n'a été notée en présence de l'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 (MK2) et tumorales (A549, Huh7 et K562).

La fraction C qui représente l’extrait protéique total présente une activité antiproliférative

contre la lignée cellulaire normale MK2 et un très 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 après la chromatographie échangeuse d’anions de

l’extrait C ont des effets variables vis-à-vis des lignées testées. La fraction non retenue de la

chromatographie échangeuse d’anions (P1) était très riche en protéine de différents poids

moléculaire. L’analyse SDS-PAGE a révélé la présence de plusieurs bandes protéiques

difficiles à identifier à l’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 utilisée y compris la lignée cellulaire normale. Il faut rappeler que le test de

l’activité enzymatique ainsi que l’utilisation des inhibiteurs a révélé la présence d’une

protéase de type protéase à sérine. Vu la faible activité on suppose que l’enzyme était en

faible concentration.

Quant à la fraction P2 qui représente la première 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 à 66,5 kDa, une bande avec un poids moléculaire apparent de 26
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kDa environ, une autre avec un PM inférieur à 14,4 kDa et une bande avec un PM inférieur à

14 kDa. L’étude de l’effet anti-prolifératif a montré une très forte activité contre la lignée

tumorale liquide lymphoblastique K562 avec une inhibition de 38%. Cet effet pourrait être dû

à la présence de la/des protéase/s à sérine mais des études complémentaires doivent être

réalisées pour confirmer cette hypothèse, notamment par l'utilisation d'échantillons actifs et

bloqués.

Matsuura et al. (2016), ont pu isoler une protéase à sérine homologue au granzyme A chez

les mammifères, à partir d’un poisson et ont pu mettre en évidence sont activité cytotoxique.

Le granzyme est une enzyme clé dans l’immunité cellulaire. Elle joue un rôle crucial dans la

réponse anti-tumorale. Les cellules tumorales peuvent être détruites par une activité des

effecteurs cytotoxiques spécifiques (LTc) et non spécifiques (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 à l’extérieur de la cellule

(Peters et al., 1991). La perforine perturbe la membrane plasmique de la cellule cible et les

granzymes pénètrent 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 à sérine d’un poids moléculaire de 26 kDa (Matsuura et

al., 2014 ; Matsuura et al., 2016). Quatre activités enzymatiques différentes ont été

reportées : tryptase (clive après les résidus Arg ou Lys), asp-ase (clive après Asp), chymase

(clive après Trp, Phe ou Tyr) et met-ase (clive après Met) (Kam et al., 2000 ; Matsuura et

al.,2016). Dans la cellule cible, le granzyme A possède plusieurs substrats cellulaires et peut

activer l’apoptose par deux voies : une apoptose caspase-dépendante (Andrade et al., 1998)

après l’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 a révèlé 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 montré d’effet anti-

prolifératif contre la lignée cellulaire normale MK2 et la lignée tumorale K562. Cependant,

elle s’est montré toxique contre les lignées tumorales matricielles A549 et Huh7. Ces

résultats suggèrent 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

impliqué dans cette toxicité vis-à-vis de ces deux lignées tumorales matricielles.

L’analyse du filtrat n’a montré aucune activité enzymatique. Le profil électrophorétique a

révélé l’absence de bandes protéiques. L’extrait F, représentant le surnagent obtenu après la

précipitation des protéines, pourrait contenir autres molécules de nature non protéique telles

que 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 très faible

activité cytotoxique sur la lignée tumorale liquide (K562). Ce dernier résultat pourrait nous

renseigner indirectement sur l’origine de la toxicité de l’extrait aqueux contre la lignée liquide

de lymphome cutané HUT-78 et SeAx qui pourrait s'expliquer par la présence de protéases à

sérine

Figure 55: Voies de granzymes dans l’induction de la mort cellulaire dans la cellule cible (3).
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Dans le cadre de ce travail, nous avons évalué les 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 observés :

 L’évaluation de l’effet protecteur in vivo de l’homogénat chez les rats traités avec un

médicament immunosuppresseur (cyclosporine A) a révélé un effet bénéfique contre

l’hépatotoxicité induite par l’immunosuppresseur. En effet, l’homogénat aurait un

effet anti-oxydant en inhibant la peroxydation lipidique et en activant la production de

la catalase et le glutathion réduit. Chez les mêmes animaux, l’homogénat a stimulé la

prolifération des leucocytes en particulier les lymphocytes.

 L’administration des extraits aqueux, hydroalcoolique et organique à la concentration

de 1 mg/mL, chez les rats présentant une inflammation pulmonaire a montré une

activité anti-inflammatoire due probablement à 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 l’œdème. Les trois extraits présentent un effet anti-

oxydant au niveau du poumon en diminuant l’activité des neutrophiles qui résulterait

de l’inhibition de l’activité de la myéloperoxydase. Ces extraits ont aussi 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 l’infiltration

des cellules inflammatoires dans les alvéoles pulmonaires, causées par les particules

du Séphadex, et ont inhibé la dégradation tissulaire en modulant l’activité des

neutrophiles.

 Les deux extraits hydroalccolique et organique ne se sont pas avérés toxiques sur la

lignée normale MK2. En revanche, ils ont montré un effet anti-prolifératif sur la lignée

tumorale hépatocytaire Huh7. Les deux extraits EA et EH ont induit une cytotoxicité

envers les deux lignées de lymphomes cutanés Hut-78 et SeAx. En effet, l’EA a induit

une condensation de la chromatine et une fragmentation nucléaire, alors que EA est

supposé induire l’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 l’expression de

la MMP-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 protéiques de

différents poids moléculaires. De plus, les tests d'inhibition en utilisant des inhibiteurs

spécifiques ont montré l'existence dans cet extrait d'au moins deux familles de

protéases, des protéases à sérine et à 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 à sérine et ne présentant aucune activité cytotoxique.

Une fraction retenue (P2) caractérisée par la présence d'une activité à la fois de type

protéase à sérine et à cystéine.

 Le test MTT a révélé 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 à l'activité de type

protéase à sérine détectée dans cet extrait. Concernant la troisième fraction protéique

(P3), nous avons pu monter qu'elle ne contient pas d'activité de type protéases à sérine

et/ou à cystéine mais présente un effet antiprolifératif contre les deux lignées

matricielles A549 et Huh7.

 Finalement, l'extrait non protéique (F) n'est doté d'aucune activité protéolytique 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 à partir de différentes régions de l’Est algérien

contient des molécules bioactives qui présentent un effet stimulateur sur les cellules

immunitaires et modulateur sur l’inflammation, un effet anti-tumoral en induisant l’apoptose

dans les cellules tumorales et pas d’effet anti-angiogénique (pas d’inhibition de la production

de la MMP-9).

Au terme de cette étude, certains aspects s’avèrent très intéressants à poursuivre. Il s’agit

notamment:

 d’isoler, purifier les polyphénols et les flavonoïdes 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-

tumorals in vitro.

 de tester les effets anti-inflammatoires des divers extraits sur un modèle animal de

l’inflammation chronique.

 d’évaluer l’effet de ces extraits sur la production de molécules inflammatoires in vitro

et in vivo.

 de tenter de purifier et de caractériser la/les lectine/s d'Helix aspersa et d’évaluer son

effet sur des lignées tumorales.

 d’analyser l’expression des gènes apoptotiques et anti-apoptotiques ainsi que les

molécules impliquées dans les différentes voies de signalisation de l’apoptose.

 de tenter de purifier et de caractériser les protéases à sérine et à cystéine détectées dans

les divers extraits et de tenter d'établir une relation directe entre l'effet cytotoxique

observé dans cette étude et l'activité protéolytique. Pour ce faire, on pourrait utiliser

ces protéases purifiées sous leurs formes catalytiquement actives et celles bloquées de

manière spécifique et irréversible. Ces études peuvent être réalisées à la fois in vitro

mais aussi in vivo en utilisant des modèles animaux de l'inflammation et du cancer.
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ANNEXE 1

Préparation des colorants

1. Préparation du May –Grunwald -Giemsa

a) Préparation du May-Grunwald (solution mère)

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

 Faire dissoudre la poudre dans 200ml d’éthanol.

 Mettre le bécher dans l’étuve à 50° pendant 15min.

 Agiter à l’aide de l’agitateur magnétique pendant 1heure puis laisser décanter 48h

 Filtrer en utilisant le papier wattman.

 Stocker à l’abri de la lumière.

b) Préparation du Giemsa (solution mère)

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

 Laisser décanter au fond du bécher.

 Agiter d'une façon circulaire pendant 3min.

 Ajouter 65ml de Glycérol.

 Remuer d’une façon circulatoire dans le même sens 3 fois par jours et pendant 4

jours puis filtrer avec du papier wattman.

 Stocker à l’abri de la lumière.

Dilutions des colorants

-Le fixateur: May-Grunwald doit être utilisé sans dilution.

-Le Giemsa est dilué à 1/10ème :

 10ml de Giemsa

 10ml de méthanol

 80ml d'eau distillée

2. Préparation du réactif Bradford :

 Dissoudre 100 mg Bleu de Coomassie G-250 dans 50 ml d’éthanol 95 %.

 Rajouter à 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 dans la technique de zymographie

Préparation du gel de compression

250µl d’acrylamide 30%

1,337ml d’eau distillée

475µl de Tris 0.5M, pH 6.8

18.75µl de SDS 10%

1.9µl TEMED

18.75µl d’APS

Préparation du gel de séparation

1.5ml d’acrylamide à 30%

1.25ml de TRIS 1.5M, pH 8.8,

50µl de SDS à 10%

2.5µl de TEMED (Tétra-Méthyl-éthylèneDiamine)

50µl 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

144g de glycine

Qsp 2000ml d’eau distillée
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Tampon d’incubation (pH 7.6)

121.2g de Tris-HCl (50 mM)

15.1g de CaCl2 (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’H2O

Solution de décoloration :

Acide acétique à 10 % (v/v)

Méthanol à 20 % (v/v)
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ANNEXE 3

Figure 56: Gamme d’étalonnage réalisée avec la BSA.

Figure 57 : Gamme d’étalonnage réalisée avec l’acide gallique.
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Figure 58 : Gamme d’étalonnage du MDA.

Figure 59 : Gamme d’étalonnage réalisée avec le Glutathion réduit.
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ANNEXE 4

Tableau de précipitation au sulfate d’ammonium
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Résumé

Bien que le domaine de la biotechnologie ait connu ces dernières années un développement

extraordinaire, les thérapeutiques restent insuffisantes et peuvent provoquer des effets

secondaires chez les patients. Helix aspersa est un mollusque terrestre très répandu dans les

pays méditerranéens et fait partie du patrimoine culinaire de plusieurs populations. Il possède

plusieurs effets thérapeutiques connus depuis des siècles. L’une des principales perspectives

de notre étude est l’évaluation des effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique

de ce gastéropode. Trois extraits ont été préparés à partir de la chair d’Helix aspersa : extrait

aqueux, hydroalcoolique et organique. L’activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée

in vivo en mesurant le taux des globules blancs, en évaluant l’activité des myéloperoxydases

et en analysant l’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 l’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 été évaluées par le test Hoechst dans les lignées HUT-78 et

SeAx, en présence de l’extrait aqueux. Les extraits aqueux 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 la lignée tumorale HUH7. Les trois extraits

n’étaient pas toxiques sur la lignée cellulaire normale MK2. L’expression d’une

métalloprotéinase impliquée dans l’angiogénèse «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. À la fin, nous avons réalisé une extraction des protéines solubles à 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

synthèse et des inhibiteurs de protéases ainsi que l’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 aqueux,

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 la MMP-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 aqueous extract, an hydroalcoholic 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 several 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 aqueous extract. The aqueous and

hydroalcoholic extracts had antiproliferative activity against the HUT-78 and SeAx lines. The

aqueous extract induced apoptosis in HUT-78 cells. The hydroalcoholic 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 aqueous and

hydroalcoholic extracts using was the zymography method. The aqueous and hydroalcoholic

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 HUH7. It was concluded that the aqueous, 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.



ملخص

الى  فعالة غیرالمتوصل الیھا العلاجاتالى ان الأخیرة،السنوات في ھائلبشكلقد تطوركنولوجیابیوتالان مجالمنالرغم على

المستخلصة من الكائنات الطبیعیةالجزیئات نحوما جعل توجیھ الابحاثھذاالمرضى،لدىجانبیةتأثیراتتسببجانب انھا قد

Helixالحلزون .الحیة aspersaبالاضافة  المتوسط،الأبیضالبحربلدان في واسعنطاق على المنتشرةالأرضیةالرخویاتمنھو

منالعدیدھولوالمعادنللبروتینھاممصدریعتبر ھذا الرخوي .شعوبھمنلكثیرلكونھ من بین الاطباق المشھورة و المفضلة

لالتھابات،آثارمستخلصات الحلزون ضد اتقییمھوراستنالدالرئیسیةھدافالابین من.قرونمنذمعروفةالالعلاجیةالاستعمالات

مذیباتباستخدام،قدم الحزونمنثلاثة مستخلضات تم تحضیردراستنا ھذه في .وقدرتھا على تكوین الاوعیة الدمویةماورللااضد

حادالالتھابمننموذجتطویرتمثم.عضويمستخلص يكحولھیدروخلصمست المائي،المستخلص: مختلفة قطبیةاتذات درج

السائلالدم و في في البیضاءالدمخلایامجموعمستوىقیاسطریقعنللالتھاباتةالمضادالمستخلصات نشاطلتقییمالرئوي

النتائجتحلیلوأظھر.رئویةنسیجیةدراسة مقاطع من خلال وMPOانزیم نشاطو على ،الموجود في القصبات و الاسناخ الرئویة 

السائلوفيفي الدم  اءالبیضالكریاتمجموعمعدلخفضطریقعنللالتھاباتمضادنشاطلھاكانالثلاثةمستخلصاتالأن

السائل في البروتینتركیزوتناقصالانزیم مییلوبروكسیدازنشاطخفضطریقعنة،ویالرئ نسجةالأوحمایة،السنخيالقصبي

والفحصالتریبانالأزرقعن طریق الملون تكاثر الخلایا الورمیةتاثیر المستخلصات علىتقییمتمذلك،بعد.ي النسخيالقصب

MTT الخلایا فيMK2،A549،HUH7،K562،-78Hut-وSeAx.تكثف خیوط الكروماتین و تجزئة النواة باستعمال تقییمتم

المائیةالمستخلصاتكان..المائيالمستخلصالمحضونة معSeAxو HUT-78ایالخلا في Hoechstملون نووي

.وHUT-78مضاد لتكاثر الخلایا السرطانیةتشاطكحوليھیدلروو SeAxفي المبرمجالخلایاموتیحثالمائيلمستخلصا 

المستعملة في الدراسةالسرطانیةتكاثر الخلایا والمائیةالعضویةوالكحولیةالمستخلصاتقد كبحتو.SeAxوHUT-78الخلایا 

مستخلصوجود في ةحفزالمSeAxو HUT-78  فيMMP-9عنالتعبیرتقییمتم.MK2العادیة ایالخلا  على سامةغیر وكانت

 في.MMP-9إنتاج على تأثیرأيكحولیةومائیةالمائیةلمستخلصاتل لم یكنو.zymographyبتقنیةكحولي،الھیدرووالمائي

الفصل طریقعنقمنا بفصل الجزیئاتو)النسیج العضلي(من قدم الحلزون للذوبانالقابلةالبروتیناستخراجأجریناالنھایة،

مضاد النشاطوكذلكالبروتیني،الأنزیمومثبطاتالاصطناعیةركائزباستخدامالانریميالنشاطقیاستم. ينیونالأالكروماتوعرافي

ذات مع تاثیر مضاد للاورامالبروتیاز على یحتويمن الاجزاء جزء.علیھالمتحصلالتيلمختلف الاجزاءتكاثر الخلایا الورمیة

نا من خلال خلصاست.على انزیمات لكن كان لھا تاثیر ضد تكاثر الخلایا السرطانیة النسیجیةاصل سائلي وجزء آخر لا تحتوي

لتكاثر الخلایا مضادتأثیرلالتھابات،امضادتأثیرلھكان ةوالعضوی ةكحولییةالمائ،ةالمائیالحلزونمستخلصاتأنإلىابحاثنا
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Résumé :

Bien que le domaine de la biotechnologie ait connu ces dernières années un développement extraordinaire, les

thérapeutiques restent insuffisantes et peuvent provoquer des effets secondaires chez les patients. Helix aspersa est

un mollusque terrestre très répandu dans les pays méditerranéens et fait partie du patrimoine culinaire de plusieurs

populations. Il possède plusieurs effets thérapeutiques connus depuis des siècles. L’une des principales perspectives

de notre étude est l’évaluation des effets anti-inflammatoire, anti-tumoral et anti-angiogénique de ce gastéropode.

Trois extraits ont été préparés à partir de la chair d’Helix aspersa : extrait aqueux, hydroalcoolique et organique.

L’activité anti-inflammatoire des extraits a été évaluée in vivo en mesurant le taux des globules blancs, en évaluant

l’activité des myéloperoxydases et en analysant l’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 l’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 été évaluées par le test Hoechst dans les

lignées HUT-78 et SeAx, en présence de l’extrait aqueux. Les extraits aqueux 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 la

lignée tumorale HUH7. Les trois extraits n’étaient pas toxiques sur la lignée cellulaire normale MK2. L’expression

d’une métalloprotéinase impliquée dans l’angiogénèse «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. À la fin, nous avons réalisé une extraction des

protéines solubles à 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 synthèse et des

inhibiteurs de protéases ainsi que l’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

aqueux, 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 la MMP-9).

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

invasion tumoral.
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