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« C'est impossible, dit la Fierté
C’est risqué, dit [‘Expérience
C’est sans issue, dit la Raison

Essayons, murmure le Cour »

William Arthur Ward
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Introduction

Le cancer est I'une des maladies qui représente un probléme majeur de santé publique dans la
société actuelle. Il est considéré comme étant un fléau au niveau mondial (Pierron, 2007),
avec 18,1 millions de nouveaux cas et 9,6 millions de déces en 2018 (IARC, 2018).

A T’horizon 2030, le nombre de personnes qui développeront un cancer chaque année peut
dépasser les 21 millions (Ferlay et al., 2013), particuliérement dans les pays a revenu faible
ou intermédiaire (OMS, 2013). Plus de 60% des nouveaux cas de cancer surviennent en
Afrique, Asie, Amérique centrale et Amérique latine.

L’Algérie ne fait pas exception a cette pandémie, I’incidence du cancer est en nette
augmentation. On comptabilise actuellement environ 45 000 nouveaux cas par an, avec 24
000 déces dont 22% sont dus au tabagisme (Plan national, 2014).

Le taux d'incidence du cancer de larynx en Algérie est de 4,4% et est plus élevé que celui
enregistré en Europe de l'ordre de 3%. Le cancer de larynx occupe la 7™ position dans la
classification des différents cancers en Algérie (Hocine, 2019).

Plusieurs thérapies sont utilisées pour lutter contre cette maladie, mais ne sont pas toujours
efficaces et peuvent souvent induire des effets secondaires importants.

Le cancer du larynx est généralement traité par radiothérapie parallélement a la chirurgie et/ou
chimiothérapie (Ehrlich, 2002). Cependant, une radiorésistance peut survenir au cours de la
radiothérapie (Weber et al., 2005; Kaup et al., 2006), qui peut étre la cause majeure de
I’inefficacité du traitement (Hematulin ez al., 2012).

A cet effet, les scientifiques recherchent constamment de nouvelles stratégies thérapeutiques
qui pourront renforcer et améliorer l'efficacité des traitements.

Un nombre important de molécules d’intérét pour le développement de nouveaux traitements
anti cancéreux proviennent du monde végétal (Graham et al., 2000; Liu, 2004). Parmi ces
molécules, la pectine, polysaccharide naturel, que 1’on retrouve dans la paroi primaire des
plantes supérieures (Alkorta et al, 1998). Son utilisation dans le développement
d’oligosaccharides a effets prébiotiques et pharmaceutiques constitue un domaine en plein
€ssOor.

En plus de son potentiel inhibiteur immense contre une large variété de cancers humains
notamment le cancer de la prostate (Yan et Katz, 2010), du colon (Olano-Martin et al.,
2003; Glinsky et Raz, 2009), du foie (Liu ez al., 2008) et de la peau (Platt et Raz, 1992), la
pectine semblerait posséder une capacité a augmenter la radio-sensibilité des cancers les plus
agressifs tel que le cancer de la prostate en I'utilisant en concomitance avec le rayonnement
ionisant (Conti et al., 2018).

De part cet intérét dans le domaine pharmaceutique, différents procédés de transformation de
la pectine native ont été mis au point, afin d’accroitre la biodisponibilité des oligosaccharides
pectiques et d’augmenter leur efficacité (El-Batal ez al., 2013).

La pectine ainsi modifiée, riche en galactose posséderait une capacité apparente de liaison et
d’inhibition d’une protéine qui semblerait freiner I’agrégation, ’adhésion et la métastatisation
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des cellules cancéreuses (Bresalier et al., 1997; Krzeslak et Lipinska, 2004; Dumic et al.,
2006).

Pour notre part, nous nous intéresserons particulierement a la valorisation d’un sous-produit
agricole plus précisément d’un fruit trés répandu en Algérie, I’écorce d’orange, pour extraire
la pectine et étudier son effet concomitant avec le traitement par irradiation des cellules
cancéreuses de larynx humain.

Ce travail a ¢été effectué¢ au laboratoire de radiobiologie du Centre de Recherche Nucléaire
d’Alger (CRNA) et concernera principalement :

L’extraction de la pectine a partir des épluchures

La mise au point d’un protocole de traitement de la pectine (hydrodistillation, chimique et
physique au rayonnement gamma).

La caractérisation physico-chimique des pectines obtenues.

La mise en évidence ‘in vitro’ du double effet, antiprolifératif et radio-sensibilisateur de la
pectine sur les cellules cancéreuses par un test de cytotoxicité révélé par la technique
spectrométrique et par le test de clonogénécité.

La révélation du type de mort induite par des techniques de marquage fluorescent sélectif des
acides nucléiques.
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I. Le cancer
I.1- Définition

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d’un tissu de I’organisme initialement normal (Chang et al., 2011;
Takahashi et al., 2006). Les nouvelles cellules résultantes peuvent former une tumeur
maligne (un néoplasme) conduisant a I’envahissement des tissus voisins par une croissance
illimitée qui se propage a travers le corps et forme des métastases (Moreau, 2006).

Pour qu'un cancer se développe, la cellule doit accumuler plusieurs mutations dans son
génome (Macdonald et al., 2003). Ces mutations sont le résultat d'agressions par des facteurs
environnementaux, ou d'origine naturelle lors de la division cellulaire. Le cancer se développe
a partir d'une seule cellule saine en un ensemble de cellules cancéreuses qui se disséminent
finalement par voie sanguine ou lymphatique pour gagner les organes distants (Macdonald et
al., 2003; Mareel et Leroy, 2003).

La compréhension du fonctionnement des cancers permet ainsi de concevoir des stratégies
thérapeutiques plus efficaces et de définir des cibles plus précises pour les thérapies
anticancéreuses. Malgré D’existence de plusieurs traitements utilisés depuis longtemps,
certains cancers n’y répondent pas.

I.2- Le cancer du larynx

Le cancer du larynx fait partie des cancers des Voies Aéro-Digestives Supérieures (VADS),
appelés aussi cancers ORL (Lefebvre ef al., 1993). Le cancer du larynx peut se produire au
niveau de la glotte (le site de la plupart des cancers du larynx), dans larégion supra-
glottique (la partie au-dessus des cordes vocales qui comprend ['épiglotte) ou a la région sous-
glottique (la partie ou le larynx rencontre la trachée).

I.2-1-Anatomie du larynx

Le larynx, conduit fibro-cartilagineux, est a I’origine
un organe sphinctérien ayant chez I’homme un rdle
fondamental dans la physiologie de la déglutition, de la

. . Cavité nasale &
respiration et de la phonation, renfermant les cordes

LS

vocales (glotte), qui vibrent au passage de 1'air (figure 1) Narines 3

(Thompson, 2006). Epiglotte e

Le larynx est constitué d’un ensemble de cartilages, de | Earyn_&‘; E, —
ligaments et de muscles recouverts d’'une muqueuse. Ces 4 h &
structures anatomiques expliquent les voies d’extension Figure 1: Topographie du larynx
du cancer du larynx. (Medrare, 2011)

I.2-2-Les principaux facteurs de risque
La majorité des cancers VADS sont dus a une consommation excessive d’alcool et au
tabagisme. Le cumul des deux est encore plus délétere. 10 % des cancers, toutes
localisations confondues, seraient liés a une consommation réguliere d’alcool. Cette
proportion monte a 50 % pour le cancer du larynx (Chevalier et al., 2010).



Le tabac : Le tabac est le plus connu et le plus important des facteurs de risque de cancer. Il
contient de la nicotine, mais aussi des agents de saveur et de texture. Chaque cigarette est faite
de plusieurs milliers de composés chimiques qui en se consumant dégagent dans la fumée une
multitude de substances. L’acétone, 1’acide cyanhydrique et I’ammoniac, notamment, irritent
les voies respiratoires et favorisent la pénétration d’autres substances nocives, parmi elles, les
goudrons (acétaldéhyde, acrylonitrile, benzéne, formaldéhyde, nitrosamines) qui sont des
produits de combustion particulierement cancérogenes. Le tabac contient aussi des métaux
lourds (arsenic, cadmium, chrome, plomb, nickel) également cancérogénes (IARC, 2004).

L’alcool : La molécule d’alcool présente dans les boissons est 1’éthanol, qui agit a plusieurs
niveaux. Elle est transformée par I’organisme en acétaldéhyde et réagit fortement avec I’ADN
en provoquant des mutations et libération de radicaux libres qui attaquent les cellules. Il
diminue les performances du systéme immunitaire, et irrite sur son passage les muqueuses,
dans la bouche, la gorge, 1’cesophage, qui deviennent perméables a d’autres cancérogénes,
notamment ceux liés au tabac (Castellsague et al., 2004).

1.2-3- Epidémiologie du cancer du larynx
Les cancers des VADS sont fréquents, plus de 600 000 nouveaux cas surviennent tous les ans
a travers le monde avec un taux de déces de 54 %, ce qui en fait le cinquieéme cancer en
incidence (Belarb, 2010).
Cette maladie est fréquente chez les hommes agés entre 55 et 65 ans, bien que son incidence
chez les sujets jeunes et les femmes soit en hausse a cause du nombre croissant de fumeuses et
le tabagisme passif (Medrare, 2011).

1.3- Prise en charge thérapeutique du cancer du larynx

Les traitements des cancers se basent sur une stratégie thérapeutique qui nécessite une
association multidisciplinaire en fonction des cas, la chirurgie, la chimiothérapie et la
radiothérapie. Le choix du traitement dépend essentiellement de la taille, la localisation, le
degré d’envahissement des tissus environnants; la présence éventuelle de métastases, 1’age et
I’état général du patient.

Généralement, le cancer du larynx est traité par radiothérapie conjointement avec chirurgie
et/ou chimiothérapie, mais les cellules tumorales peuvent acquérir une radiorésistance au
cours des séances de radiothérapie clinique (Kaup et al., 2006; Weber et al., 2015).

1.3-1- Chirurgie

La chirurgie est généralement le premier traitement auquel les oncologues ont recours lorsque
la tumeur est localisée a un endroit précis du corps, elle consiste a enlever la quasi-totalité¢ des
cellules cancéreuses pour permettre de soulager les symptomes et de réduire les risques de
propagation chez le patient (Auckland, 2008; Lefferts ez al., 2008). Dans le but d’améliorer
son efficacité et s'assurer que la tumeur soit entiérement éliminée, 1'intervention est souvent
associée a un autre traitement, comme la radiothérapie ou la chimiothérapie. Parmi ses
inconvénients, la douleur, non approprié¢e pour les cas invasifs (cellules cancéreuses diffuses)
et risque d'infection élevé chez des patients a systéme immunitaire fragile (Givel et al., 2007).
En effet, le procéd¢ chirurgical localis€ ne permet pas la suppression des cellules cancéreuses
qui auraient accédé¢ a d'autres organes sous la forme de métastases (Descoteaux, 2013).



1.3-2- Chimiothérapie

La chimiothérapie tient une place importante dans le traitement des cancers, elle utilise des
substances chimiques, qualifiées de cytotoxiques, pour tuer les cellules cancéreuses ou
bloquer leur multiplication (Huber-Habart et al., 1987). Elle est également utilisée pour
réduire la taille de la tumeur trop volumineuse et faciliter ainsi son traitement par la chirurgie
(Chabner et Roberts, 2005).

Un grand nombre d’antinéoplasiques sont actuellement disponibles d’origines naturelles ou
synthétiques tres variées. Cependant leur mode d’action peut affecter les cellules saines du
corps, provoquant ainsi des effets secondaires indésirables chez les patients.

1.3-3- Radiothérapie

La radiothérapie est une des thérapies curatrices essentielles en cancérologie et qui concerne
pratiquement pres d'un patient sur deux (Andrieu, 1987). Elle consiste a utiliser les propriétés
des rayonnements ionisants pour induire la mort des cellules cancéreuses tout en préservant,
autant que possible, les tissus sains et les organes avoisinants.

La radiothérapie agit en ionisant les acides nucléiques (ADN et ARN) des cellules. Elle
s’applique a la fois sur la tumeur primitive et sur les territoires ganglionnaires (Meyer et al.,
2007). Comme la chimiothérapie et la chirurgie, la radiothérapie peut étre dangereuse en cas
de complications. Les effets secondaires dépendent souvent de la zone irradiée et de la dose
appliquée.

II.  Effets biologiques des rayonnements ionisants
I1.1- Définition d’un rayonnement ionisant

Le rayonnement ionisant est tout rayonnement avec suffisamment d'énergie susceptible
d’arracher des électrons aux atomes constituant la matiére qu’il traverse. Cette énergie émise
caractérise les radioéléments, elle s’exprime en électron volts (eV) a I’échelle des particules
¢lémentaires (Blanc, 1990).

I1.2- Classification des rayonnements ionisants

Les rayonnements ionisants, suivant leur nature, sont classés en deux catégories (Tubiana et
al., 2008) :

- Les rayonnements directement ionisants : ce sont des rayonnements formés de particules
chargées (électrons, particules a et p, proton...) entourées d’un champ électrique qui permet
de donner naissance a des ions et a des atomes excités répartis d’une fagon plus ou moins
dense le long de la trajectoire de la particule incidente lors des chocs avec la matiére.

- Les rayonnements indirectement ionisants : ils sont ¢lectriquement neutre et susceptibles
de transférer une importante fraction ou la totalité de leur énergie en une seule interaction a
des particules chargées ; les rayonnements ¢lectromagnétiques (X et gamma) et les neutrons
rentrent dans cette catégorie.

Comparés a d’autres types de rayonnements comme les ultraviolets, les rayonnements
ionisants déposent relativement une grande quantité d’énergie dans un petit volume de



matiere. Leurs interactions avec la matiére induisent une perte progressive d’énergie par le
biais de deux processus ; 1’excitation et 1’ionisation.

L’excitation : lorsque I’interaction est insuffisante pour créer une ionisation, il y a seulement
excitation : 1’¢lectron change d’état quantique, I’excitation le fait passer d’un état initial a un
¢tat final moins li€. Pour les cibles radiobiologiques ce processus est peu probable.

L’ionisation : lorsque I’interaction est assez intense, le transfert d’énergie peut étre suffisant
pour arracher un électron de 1’atome cible, et par conséquent il y a création d’une paire d’ions
(ion positif et électron) dans le milieu.

I1.3- Caractéristiques d’une irradiation

L’irradiation est caractérisé par des grandeurs et unités dosimétriques (Gremy et Perrin,
1977) tels que:

- Dose absorbée : exprime la quantité d’énergie moyenne déposée en un point par le
rayonnement. Depuis 1975 1'unité légale de mesure est le Gray (Gy) remplagant le rad
(Radiation absorbed dose) IGy=U /kg =100 rads

-Débit de dose : correspond a la dose délivrée par unité de temps (Gy/min), exprimé en (Gy
/min ou rad /min) (ICRP, 1991)

- Equivalent de dose : C’est la dose absorbée en moyenne par tout un tissu ou organe (par
opposition a la dose absorbée en un point) et pondérée en fonction du facteur de qualité du
rayonnement considéré. L équivalent de dose est exprimé en joules par kilogramme (J kg™),
I’unité spécifique étant le sievert (Sv).

- Transfert linéique d’énergie (TLE): C’est I’énergie qu’une particule chargée transmet a la
matiere qu’elle traverse par unité de longueur de la trajectoire suivie, il s’exprime en joules
par métre (Jm™).

11.4-Mécanismes d’action

Les rayonnements ionisants induisent, de fagon dose-dépendante, jusqu’a un certain seuil, la
mort cellulaire, des dommages d’ADN, des perturbations de la physiologie et de la
différenciation cellulaire, et peuvent provoquer la sénescence ou initier une prénéoplasie.

La formation et I’accumulation de molécules ionisées instables dans la matiere vivante
favorisent la production d’espéces réactives de 1’oxygene (ROS) via la décomposition de
molécules d’eau au cours d’un processus appel¢ la radiolyse de 1’eau. L’augmentation
considérable de ces radicaux libres instables de type O2", H', HO" au sein du tissu irradié¢
induit d’importants dommages moléculaires et cellulaires. Au niveau membranaire les ROS
vont engendrer des changements structurels et conformationnels des composants cellulaires
majeurs dont les protéines et les lipides (peroxydation lipidique) (Poli ez al. 1997 ; Dumont et
al., 2009).

En fonction de la dose, le rayonnement induit directement ou indirectement des dommages a
I’ADN (figure 2a) (Hall, 1994). Ces dommages dépendent de la phase du cycle cellulaire
dans laquelle se trouve la cellule au moment de I’irradiation. Les cassures induisent un arrét
temporaire du cycle en phase G1, S ou G2 au niveau de points de contrdle (figure 2b).
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Figure 2: Conséquences cellulaires des rayonnements ionisants (Hall, 1994): a) Effets directs et
indirects sur I’ADN; b) Etapes du cycle cellulaire impactées apres irradiation.

Ces lésions, que ce soit des dégradations, disparitions de bases,
cassures de I’'un ou des deux brins de la chaine d’ADN, ou encore
des pontages entre cette molécule et certaines protéines
perturberont la conservation du patrimoine génétique (Figure 3).

Les ruptures des brins sont les 1ésions les mieux connues et
les plus fréquentes in-vitro, qui apparaissent principalement par
l'intermédiaire de I'effet indirect des rayonnements.

Parmi les lésions d’ADN, les cassures double-brin se sont

révélées étre les déterminants majeurs de la mort cellulaire
radioinduite.

Les destructions des sucres sont des altérations beaucoup moins
connues et moins fréquentes que les Iésions précédentes.
Cependant, les sucres peuvent étre oxydés puis hydrolysés. Ces
réactions s'accompagnent de la libération de la base et
¢éventuellement d’une rupture de la liaison phosphodiester qui lie
deux nucléotides entre eux.

Les pontages peuvent avoir lieu dans I'hélice. Ils sont de deux
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Figure 3: Lésions radio-induites de
I’ADN (Téoule et Duplaa, 1987)

types, les pontages intra-brins et inter-brins. La réponse cellulaire immédiate est la stimulation
de la machinerie de réparation de I’ADN et ’activation de points de contréle du cycle
cellulaire (checkpoint). Ceci bloque de fagon temporaire le cycle cellulaire lors des transitions
entre les phases G1, S et/ou G2/M afin de permettre la réparation des dommages (Turesson et
al. 2003).En fonction de D’efficacité de réparation, la cellule reprend son fonctionnement
normal ou enclenchera des processus d’apoptose, de différenciation ou de sénescence

(Hamdi, 2016).

I1.5- Mécanismes de réparation des lésions radio-induites

Différents mécanismes de réparation des lésions radio-induites sont activés en fonction de la
nature de la Iésion. Les cassures doubles brin (CDB) tres 1étales ainsi que les cassures simples
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brin (CSB) moins dangereuses doivent étre réparés pour maintenir l'intégrité génomique et
prévenir la mort cellulaire (figure 4).
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Figure 4: Modele simplifié¢ des mécanismes cellulaires de réparation des 1ésions radoinduites de 'ADN
(Dumont et al., 2009).

Les CDB sont détectés par la ATM (Ataxia Telangiectasia Mutated) Kinase (Savitsky ez al.,
1995), qui phosphoryle une série d'effecteurs en aval dans une cascade de signalisation qui
coordonne l'arrét du cycle cellulaire et la réparation de 'ADN. Dans les cellules exprimant la
protéine suppressive de tumeur p53 fonctionnelle, le cycle cellulaire est interrompu en GI1.
Par contre dans les cellules ou la p53 est dysfonctionnel, I’ATM agit via Checkpoint kinase
(Chk1) pour induire un arrét du cycle en G2-M.

La réparation des CDB radio-induites se produit principalement par le processus de
recombinaison non homologue (NHEJ) médi¢ par la sous-unité catalytique de la DNA-
dependent protein kinase (DNA-PK) (Wu et al., 2008).

La réparation des CSB se fait principalement par le processus de réparation par excision de
base (BER) réalis¢ par PARP-1, une enzyme qui contribue également a la réparation des CDB
par le biais d'un mécanisme de sauvegarde NHEJ (Dumont et al., 2009).

Notez que les CDB peuvent également étre réparé d'une maniére dépendante de I'ATM par le
processus de recombinaison homologue.

L’inefficacité de ces mécanismes de réparation conduit en général a la mort cellulaire (Jeggo
et Lavin, 2009). En revanche, la tolérance des Iésions secondaires a une irradiation peut
mener a une instabilit¢ génomique faisant le lit des mécanismes d’oncogenese et donc de
tumeurs radio-induites.

I1-6- Mort cellulaire radio induite

Les différents types de mort cellulaire peuvent étre classés en fonction de leurs aspects
morphologiques (apoptotique, nécrotique, autophagique ou associ¢ a la mitose) ou leurs
aspects fonctionnels (mort programmée ou accidentelle, physiologique ou pathologique)
(Melino et al., 2001 ; Kroemer et al., 2009).

En I’absence d’événements biochimiques clairement identifiés comme des points de non
retour, le NCCD (Nomenclature Commitee on Cell Death) considére une cellule comme étant
morte des lors qu’elle présente I’un des critéres moléculaires ou morphologiques suivants :



1) Perte de I’intégrité de la membrane plasmique,

2) Fragmentation compléte en corps apoptotiques de la cellule et méme de son noyau.

3) Ingestion par des cellules adjacentes in vivo de la cellule ou de ces fragments.

L’apoptose est le mode principal de mort en réponse a une irradiation chez les cellules
naturellement sujettes a 1’apoptose, telles que les cellules hématopoiétiques et les cellules
tumorales qui en dérivent (Jonathan et al., 1999).

On constate fréquemment, pour les cellules issues de tumeurs solides, une perte du potentiel
apoptotique par différents mécanismes tels qu’une mutation du géne P53 (Hollstein ez al.,
1997) et méme en 1’absence de mutation P53, d’autres altérations des mécanismes de
I’apoptose empéchent son déroulement normal telles que I’hyperexpression de protéines anti-
apoptotiques (Bcl-2, survivine) ou encore 1’inactivation de genes pro-apoptotiques tels que
BAX, BAK ou APAF1 (Igney et Krammer, 2002).

Outre l'apoptose radio-induite, deux autres modes de mort cellulaire radio-induite ont été
décrits: principalement la mort mitotique (Ianzini et Mackey, 1998), et dans une moindre
mesure, la sénescence radio-induite (Jones et al., 2005). La susceptibilit¢ d'induction des
différents types de mort cellulaire radio-induite dépend fortement de l'irradiation, du type
cellulaire et du contexte (environnement, modele expérimental, etc. . .) (Mutter et al., 2000).

I1.6-1-Implication de I’apoptose au cours d’une irradiation

Le facteur de transcription « protéine p53» contrdle des génes cibles impliqués dans la
régulation du cycle cellulaire, la réparation de I’ADN, 1’apoptose et la sénescence (Efeyan et
Serrano, 2007). L’activation de p53 a la suite d’une irradiation, conduit a un arrét de la
croissance de la cellule et une réparation de ’ADN. Cependant, la protéine p53 peut
¢galement déclencher la mort de la cellule par apoptose ou sénescence en fonction de
I’étendue des dommages cellulaires en particulier de ’ADN et des capacités de réparation de
la cellule (Helton et Chen, 2007).

En plus de la p53, de nombreux cofacteurs régulent des génes cibles influencant la réponse
cellulaire a I’irradiation, en particulier une sérine/thréonine kinase ATM dont 1’activité est
augmentée apres irradiation et cassures double-brin de ’ADN (Komatsu et al., 1990), et
induit la phosphorylation de la p53. Ainsi I’ATM régule en partie 1I’apoptose radio-induite via
la protéine p53 (Bakkenist et Kastan, 2003).

I1.6-2- La mort mitotique radio-induite

La catastrophe mitotique est un des types de mort cellulaire les plus fréquemment rencontré
dans les tumeurs solides en réponse a une irradiation (Jonathan et al., 1999).

C’est I’entrée prématurée ou inadaptée de la cellule en mitose suite a des dommages radio-
induits de I’ADN (Vitale et al., 2011). Elle est caractéristique de nombreuses tumeurs mutées
pour p53. Elle se caractérise par l'absence de blocage radio-induit a la transition G1/S,
l'absence d'apoptose interphasique au niveau de cette transition, puis un retard dans 1'induction
du blocage a la transition G2/M qui provoque une succession de mitoses aberrantes et la mort
mitotique proprement dite (Richards et al., 2002). Des données récentes démontrent que la
mort mitotique s'accompagne du déclenchement de processus apoptotiques, et suggerent que
la mort mitotique ne serait en fait qu'un type d'apoptose radio-induite (Diehn ez al., 2003).



I1.6-3- La sénescence radio-induite

La sénescence correspond a un arrét permanent du cycle cellulaire. Elle est observée in vitro
et in vivo dans des tumeurs traitées par des agents induisant des lésions de I’ADN (Chang et
al., 1999; Mirzayans et al., 2005).

L’arrét du cycle cellulaire permet la réparation de ces lésions. Si celle-ci ne peut pas
s’effectuer, la cellule meurt par apoptose (mécanismes dépendant de p53) ou meurt par
catastrophe mitotique (mécanismes indépendant de p53) ou active un signal de dommage de
I’ADN persistant et chronique conduisant a la sénescence (Rodier et al., 2009).

I1.7- Radiorésistance et radiosensibilité

Du fait de la résistance de certaines tumeurs aux radiations, nécessitant des doses délivrées
intolérables aux tissus sains environnants, de nombreux développements sont en cours pour
limiter la dose délivrée et augmenter la sensibilité aux traitements.

La radiosensibilité cellulaire se définit comme la probabilit¢ de perte de la capacité de
prolifération par unité de dose d’une cellule soumise a un rayonnement. Certains médicaments
de chimiothérapie peuvent étre donnés en méme temps qu’une radiothérapie, pour rendre les
cellules cancéreuses plus sensibles aux rayons et augmentent ainsi leur efficacité¢ (Conti et al.,
2018). On parle alors de radiosensibilisation ou de médicaments radiosensibilisateurs.
L’association, qu’on appelle radio-chimio-thérapie concomitante, est particulicrement utilisée
dans le traitement des cancers bronchiques localement avancés, cancers ORL, du canal anal,
de I’cesophage ou encore du col de ’utérus.

I1.7-1- Facteurs de radiosensibilité des tumeurs humaines

Une tumeur est considérée cliniquement comme peu sensible aux rayonnements ionisants, s’il
survient une récidive dans le volume irradi¢ aprés qu’il y a eu régression de la tumeur ou
lorsque I’irradiation n’a pu permettre la régression de cette tumeur. Différents travaux ont
reli¢ la modulation de la radiosensibilité clinique a certaines caractéristiques liées a la
tumeur :

Le nombre de cellules clonogéniques: cellule capable d’établir un nouveau clone de cellules
tumorales et régénérer la tumeur. Plus la tumeur contient de cellules clonogéniques et moins
elle est radio curable.

Le facteur oxygéne: le manque d’oxygene (hypoxie) est un facteur témoin de la diminution
de la radiosensibilité. Une tumeur est d’autant moins radiocurable qu’elle contient plus de
cellules hypoxiques (Nordsmark et al., 2005).

La cinétique de prolifération: la cinétique de prolifération des cellules tumorales influe sur la
survie apres irradiation. Les tumeurs présentant un pourcentage ¢€levé de cellules en
prolifération et un taux de perte cellulaire important sont celles qui sont les plus
radiosensibles et les plus radio curables (Kim et Tannock, 2005).

La radiosensibilité intrinséque: la radiosensibilité intrinséque correspond a la mise en place
de mécanismes moléculaires qui permettent a la cellule de résister aux rayonnements (Milia,
2005). Le concept de radiosensibilité intrinséque introduit par Fertil et Malaise (Fertil et
Malaise, 1985), peut étre étudié par 1’établissement de courbes de survie en fonction de la
dose unique délivrée (West et al., 1993).
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D’autres facteurs identifiés plus récemment contribueraient également a la radiorésistance,
tels que la vascularisation tumorale (micro-environnement) (Kioi et al., 2010), des facteurs
dépendants de 1’hote (cellules inflammatoires intra-tumorales) (Ahn, 2010) et probablement
I’hétérogénéité tumorale. Moduler chacun des facteurs biologiques pourrait ainsi augmenter la
radiosensibilité des tumeurs, d’ou 1’intérét des traitements combinés.

I1.8- Les traitements concomitants

La médecine intégrative démontre que le meilleur moyen de gagner la bataille contre le
cancer consiste a attaquer sous des angles multiples en utilisant des thérapies et des
traitements anti-cancer synergiques.

Le traitement de certaines tumeurs reste parfois treés limité en raison de leur faible sensibilité
aux radiations ionisantes ou de leur localisation critique.

Néanmoins, la concomitance des protocoles de chimio-radiothérapie a fait preuve d’une
grande efficacité dans la prise en charge des tumeurs solides radiorésistantes.

De nombreuses molécules radiosensibilisatrices sont étudiées afin  d’améliorer la
radiosensibilité¢ de certaines tumeurs ou encore lever leur radiorésistance et par conséquent
améliorer I'efficacité de la radiothérapie clinique. .

L'astaxanthine s'est révélée efficace pour augmenter la radiosensibilité du carcinome
épidermoide cesophagien en provoquant 'apoptose et I'arrét du cycle en G2/M par l'inhibition
de Bcl-2, Cyclin B1, Cdc2, et I’expression Bax (Qian et al., 2017).

Il a été constaté que la pectine de citrus modifiée (MCP) sensibilisait les cellules PCa du
cancer de la prostate a la doxorubicine et les cellules cancéreuses ovariennes au paclitaxel
(Hossein et al., 2013).

Les composés naturels de plantes fournissent une importante source de nouveaux agents
radiosensibilisants avec peu ou pas de toxicité, ce qui constitue une avancée dans le domaine
de la radio-oncologie.

III. La pectine

Plusieurs études ont montré que le monde g
végétal est trés riche en molécules bioactives. i
Parmi elles, les pectines qui sont des
polysaccharides entrant dans la composition tomates 1
des parois cellulaires (figure 5) de la plupart |
des plantes supérieures (Alkorta et al, 1998). |«<"
Elles se trouvent principalement dans la
lamelle moyenne et la paroi primaire des |y
plantes supérieures (Paquot et al., 2007).
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de cellulose
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La demande en pectine sur le marché mondial
est au-dessus de 30.000 tonnes annuellement et

Figure 5: Représentation schématique de la paroi

d'une cellule végétale montrant la localisation de la

se développe d’environ 4-5%/an (Yeoh et al.,
2008). L’Algérie compte parmi les
importateurs de pectines, la quantité importée atteint 10 tonnes/an (Benchabane, 1984);
malgré qu’elle dispose des ressources fruitieres importantes, offrant des possibilités de
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transformation trés larges aux industries (517 milles tonnes d’agrumes produites en Algérie,
occupant la 18°™ place mondiale (FAO, 2013). Grace 4 cette richesse et au développement de
I’industrie agroalimentaire et pharmaceutique, un intérét scientifique considérable est porté
pour I’extraction de la pectine a partir des agrumes.

I11.1- Localisation et principales sources de pectines
Parmi les fruits les plus riches en cette molécule prometteuse de grade thérapeutique, on
trouve les pépins et les zestes de groseilles, les pommes, les coings et les péches (Sundari,
2015). C’est dans la pelure des agrumes qu’on en trouve proportionnellement le plus, par
rapport au poids du fruit (Tableau I). Cependant, la quantité de substances pectiques dans le
végétal varie fortement en fonction de son origine botanique et de son stade de maturité
(Michel, 2002).

Tableau I-Principales sources de pectines d’intérét industriel (Paquot et al., 2010)

Fruit Teneur en substances pectiques (%)
Zeste d’orange 3,5-5,5
Pulpe de citron 2,5-4,0

Pomme 0,5-1,6
Banane 0,7-1,2
Péche 0,1-0,9
Fraise 0,6-0,7
Tomate 0,2-0,6
Carotte 0,2-0,5
fruit de passion 0,5
Mangue 0,26-0,42
Ananas 0,04-0,13

I11.2- Structure chimique des pectines

Ces polysaccharides complexes participent a la cohésion de la cellule, et au maintien des
parois par le biais d’interactions mécaniques et chimiques avec les autres constituants de la
paroi (Donato, 2004).

Les pectines sont des hétéro-polysaccharides caractérisés par une forte teneur en acide
galacturonique (GalA), monomeéres liés entre eux par des liaisons o-(1-4) et partiellement
acétylés ou estérifiés par des groupements méthyles (figure 6). Elles sont composées de
différents polysaccharides associés : les homogalacturonanes, les xylogalacturonanes, les
rhamnogalacturonanes, les arabinanes, les galactanes et les arabinogalactanes. Cette
association permet de décrire les pectines comme étant constituées essentiellement de trois

domaines distincts, a savoir I'homogalacturonane et les rhamnogalacturonanes I et I (RG-I et
RG-II) (Zhang et al., 2015).

Figure 6: Structure chimique de la molécule de pectine (Walstra, 2003) 12



Le long de la chaine principale, est présente toute une série de substitutions qui en font
rarement une structure homogalacturonique simple. Les fonctions acides carboxyliques sont
plus ou moins estérifiées par du méthanol (Fishman etz al., 1986).

I11.3- Propriétés physico-chimique de la pectine

Les pectines présentent des propriétés physico-chimiques spécifiques du fait de leur caractére
poly-électrolyte.

Le Degré d’Esteérification (DE) des pectines: est le nombre de fonctions carboxyliques
méthylées pour cent motifs d’acide galacturonique de la chaine principale, qui peut varier
selon la source, le stade de développement et de la méthode d’extraction utilisée (Levigne et
al., 2002 a).

Ainsi, en fonction du DE, on distingue :

- les pectines hautement méthylées (HM) : leurs degré d'estérification est supérieur a 50 % ;

- les pectines faiblement méthylées (LM) : leurs degré d'estérification est inférieur a 50 %.
C’est un parameétre important qui influe sur le processus et le mécanisme d'association des
pectines dans la formation des gels. Les pectines HM forment des gels en présence de sucres
neutres ou en milieu acide, alors que les LM forment des gels en présence de calcium.

Ces propriétés font que les pectines sont d'une importance considérable pour les industries
alimentaires, pharmaceutiques et biotechnologiques (Willats et al., 2006 ; Fang et al., 2008).

La solubilité des pectines : est aussi conditionnée par un certain nombre de facteurs liés
essentiellement a leurs structures et notamment leur masse moléculaire, I’importance de leur
taux de ramification, la valeur de leur degré de méthyl-estérification ainsi que la répartition
des groupements méthyl-ester le long de la chaine pectique. Ainsi, il est admis qu’une pectine
sera d’autant plus soluble que sa masse moléculaire est faible, que sa structure est fortement
ramifiée et que ces fonctions carboxyliques sont engagées dans une estérification avec le
méthanol (Thakuret al.,1997).

La masse moléculaire : les propriétés physiques des pectines dépendent fortement de sa
masse moléculaire (Guillotin e al., 2007). Sa détermination est un probléme difficile en
raison de 1'hétérogénéité de la plupart des échantillons et de la présence assez générale
d’agrégats. La masse moléculaire des pectines dépend non seulement de la méthode utilisée
pour la déterminer, mais aussi du type de matiere premicre utilisée et des conditions
d'extractions choisies.

I11.4- Procédés de modification de la pectine

I11.4-1- Extraction
Comme il a été déja souligné, les propriétés physiques de la pectine dépendent fortement des
conditions de son extraction (Levigne et al., 2002 b), d’ou I'importance du choix de ces
derniéres qui doivent étre soigneusement contrdlé pour atteindre le résultat final souhaité.
Dans l'industrie alimentaire, les procédures d'extraction des pectines sont généralement
optimisées pour améliorer non seulement le rendement mais également conserver une teneur
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¢levée en esters méthyliques, ce qui génére une propriété fonctionnelle gélifiante
caractéristique des pectines.

Les écorces de citron et les pulpes de pomme sont généralement utilisées en tant que maticres
premicres pour l'extraction de pectine en adoptant des méthodes physiques, chimiques ou
enzymatiques. Les méthodes physiques, telles que 'extrusion-cuisson ou I'extraction assistée
par micro-onde, peuvent étre employées (Panouillé et al., 2006).

Les méthodes industrielles impliquent généralement le traitement acide (pH 1,5-3) a
température élevée (70 a 90 °C), en utilisant 'acide chlorhydrique, 1'acide nitrique ou, dans
certains cas, l'acide sulfurique (Lopes da Silva et Rao, 2000).

L'extrait de pectine est alors séparé¢ des résidus de 1’écorce ou de pulpe par des procédés de
filtration ou de centrifugation. La pectine est alors séparée de 1'extrait purifié par précipitation
avec de l'alcool (isopropanol, éthanol, ou méthanol) ou par la précipitation avec des sels
insolubles, par 1'addition d'un cation polyvalent, habituellement I’aluminium (Lopes da Silva
et Rao, 2006). Le précipité obtenu est lavé avec de I'alcool et filtré pour enlever les impuretés
solubles, et finalement séché et broyé en poudre.

I11.4-2- Modification physico-chimique de la pectine

La structure polysaccharidique ramifiée de la pectine native peut étre changée pour produire
une pectine modifiée (figure 7), faiblement méthylée, de poids moléculaire inférieur, riche en
galactose, qui a des propriétés pharmacologiques et thérapeutiques importantes,
principalement dans la prévention du cancer.

Les structure plus petites et plus courtes de ces molécules leurs permettent d’accéder et se lier
étroitement aux galectines retrouvées a la surface des cellules cancéreuses.

Neutral sugars side chains

. Galacturonic acid

I:IRhaxnnose £ g g
‘Arabinose & i NaOH-pH 10 s 4

. = = g +60°C E

' Galactose [= S oo — =

= =5 2 HCI pH 3 2

o Methyl group %2 g g- : o 5

$ Acetyl group

o Ferulovl Rhamnogalacturonan

Rhamnogalacturonan

| Pectin | | MCP |

Figure 7: Diagramme représentatif des différents composants de la molécule de pectine (Vincken et al., 2003)
et la préparation de la pectine modifiée (MCP) (Pienta et al., 1995).

En laboratoire, différents procédés de transformation des pectines ont ét€¢ mis au point pour
augmenter leurs potentialités en tant que molécules bioactives (figure 8).

Il peut s'agir d’un traitement chimique utilisant des acides dilués ou concentrés, un pH acide
ou alcalin chauffés entre 40 et 90°C (Cardoso et al., 2003).Certains traitements physiques
peuvent également étre utilisés : thermique, micro-ondes, irradiation y et ultra-sonication
(Barreteau et al, 2006 ; Courtois, 2009). L’irradiation Gamma induit principalement la
formation de radicaux hydroxyles libres qui catalysent la dépolymérisation du polysaccharide
(Courtois, 2009).
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Il est indiqué que la pectine la plus efficace pour lier les molécules de galectine-3 est une
pectine a faible DE (ayant un degré d'estérification inférieur a 50%). Le degré d'estérification
est une mesure qui dicte sa capacité a se lier efficacement aux galectines. En termes simples,
une estérification a 10% signifie que dix molécules de galactose sur cent sont lies (ou
méthylées) et que les 90 autres sont libres donc disponibles pour se lier aux galectines et
induire leur inhibition (Hartati et Kurniasari, 2011; Hartati ez al., 2011).
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Figure 8: Représentation schématique des activités anti-cancéreuses des différentes formes de pectine
(Leclere et al., 2013)
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Pour produire une pectine a faible DE, une hydrolyse acide est couramment appliquée durant
I’extraction pour éliminer certains groupements esters. Un traitement alcalin peut également
étre utilisée a cette méme fin, mais a basse température (<10 ° C). Lorsque I'ammoniac est
utilisé pour I'hydrolyse alcaline, une partie des groupements ester est remplacée par un amide
et des pectines amidées sont obtenues (Hartati et Kurniasari, 2011).

IV. Action de la pectine
IV.1- Pectine et Cancer

Certains polysaccharides tels que les glucanes, glycanes, galactomannanes, pectines, et autres
de plantes et de champignons ont longtemps ¢té utilisés dans le monde entier pour leurs vertus
médicinales et diététiques. Des études récentes ont montré les effets anticancéreux de certains
polysaccharides (Mao et al., 2011; Joseph et al., 2013), notamment du cancer de la prostate,
du colon (Olano-Martin et al, 2003 ; Glinsky and Raz, 2009) et de la peau (Platt et Raz,
1992). De plus, il a été démontré que la pectine modifiée du citron sensibilisait les cellules
PCa du cancer de la prostate aux rayonnements ionisants en réduisant la régulation anti-
apoptotique de la galectine-3, en modulant les voies de réparation de 'ADN et en augmentant
la production des ROS (Conti et al., 2018).

La majeure partie des études portant sur 1’effet anticancéreux de la pectine se concentrent sur
sa capacité apparente a se lier a la galectine-3.
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IV.2- Les galectines-3

IV.2-1- Définition
La galectine-3 (Gal-3) est un membre de la famille des galectines, sa présence avait été
suggérée deés 1981 par la découverte d'une activité lectine a la surface des cellules tumorales.
C'est une protéine d'un poids moléculaire se situant entre 29 et 35 kDa, ayant une affinité pour
les B-galactosides via un site spécifique qui est le domaine de reconnaissance des glucides
(CRD) (Barondes et al., 1994 a et b). Séparées en trois sous-familles (figure 9), les galectines
sont similaires par le haut niveau de conservation d’environ 130 acides aminés, a partir de
leur extrémité C-terminale. Cette séquence forme une poche, le CRD, responsable de
I’attachement d’un sucre ou, de fagon plus physiologique, d’une protéine glycosylée.

La Gal-3 dite chimérique ne possede qu’un CRD et détient une élongation peptidique non-
lectine en N-terminal qui lui permet de s’oligomériser et former des pentameres (Yang et al.,
2008).

Prototype Type chimere ~ Type répétition en tandem
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Figure 9: Classification des galectines (Yang et al., 2008)
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IV.2-2- Distribution et réle physiologique des galectines-3

Des études ont démontré que la présence de la Gal-3 et de son ligand induit 1’agrégation
cellulaire (Inohara et al., 1996). Leur liaison est CRD-dépendante et se produit a la surface
des cellules par différents mécanismes (Figure 10), selon leur emplacement cellulaire :

a ) Dans l'espace extracellulaire :historiquement, les galectines sont surtout connues pour
leurs fonctions extracellulaires via leur attachement aux chaines de sucres située sur les
récepteurs membranaires, ce qui a pour fonction 1’adhésion intercellulaire, que ce soit homo
ou hétérotypique. La liaison de Gal-3 a ces substrats peut induire des interactions protéiques
de surface, des interactions cellule-cellule et cellule-matrice extracellulaire, qui peuvent toutes
mener a l'initiation de la signalisation en aval (Vasta et al., 2012).

b) Au niveau intracellulaire : Gal-3 se lie & ses substrats par des interactions protéines-
protéines directes entre Gal-3 et le substrat. Ce qui explique le réle de la Gal-3 dans la
suppression de la tumeur.

a)

nnnnnnnnnnnn

b)

Figure 10: M¢écanismes de liaison de la Galectine-3 (Farhad et al., 2018) 16



IV.2-3- Role de la Gal-3 dans la progression tumorale

La communication cellulaire via les galectines permet aux cellules de se relayer les messages.
Ce processus est parfaitement sain dans les cellules normales, ot le nombre de galectines de
surface est relativement faible.

Les cellules cancéreuses, quant a elles, portent un nombre disproportionné de ces galectines
spécifiquement la Gal-3 qui favorise la progression du cancer de trois manicres reliées
(Maxwell, 2014), en permettant aux :

- cellules cancéreuses de s’attacher les unes aux autres, formant des groupes capables de
survivre dans 1’organisme.

- cellules cancéreuses qui ont formés la tumeur principale de s’attacher a de nouveaux sites et
former des tumeurs secondaires

- vaisseaux sanguins néoformés de se développer et ainsi d’activer le processus d'angiogenese
afin de nourrir les cellules cancéreuses.

L'inhibition du Gal-3 dans les tumeurs solides en association avec des lymphocytes T ou de
leurs agonistes permet d'augmenter la capacité de I'immunité anti-tumorale et ainsi améliorer
la régression tumorale (Maxwell, 2014).

La figure 11 montre I’influence de Gal-3 extracellulaire sur les cellules immunitaires. La Gal-
3 sécrété par les cellules tumorales polarise les macrophages M1 (anti-tumoraux) en
macrophages M2 (pro-tumoraux), supprime les lymphocytes T CD4 et/ou CDS.

s

Figure 11 : Impact de la Gal-3 sur I’immunosuppression au sein d’une tumeur (Farhad et al., 2018)

IV.2-4- Le processus apoptotique et la galectine-3

La Gal-3 fait partie des protéines ayant la propriét¢ d’inhiber la mort cellulaire et sont
régulées a la hausse ou localisées selon leurs actions intracellulaires, en particulier en cas
d’apoptose, ou la cellule cancéreuse doit contrer les traitements chimiothérapeutiques et de
radiothérapie (Nakahara ef al., 2005). La structure des Gal-3 comporte des éléments ayant
une similitude indéniable a certains membres de la famille Bcl-2 et ainsi lui confére 1’activité
antiapoptotique caractéristique de ce groupe de protéines (Yin ef al., 1994).

La Gal-3 peut également agir sur la voie PI3K/Akt (figure 12). Song et ses collaborateurs ont
démontré que la dérégulation de Gal-3 dans les cellules cancéreuses du colon a entrainé une
réduction de la phosphorylation de I'Akt, une augmentation de l'activité de la GSK3p
(Shimura et al., 2005) et par conséquent, de la phosphorylation de la B-caténine et de ses
protéines de dégradation entrainant une réduction de la prolifération cellulaire (Song et al.,
2007).

Un autre ligand associ¢ a Gal-3 est KRas, une protéine cruciale dans la régulation d’une
multitude d’effecteurs, dont Raf et PI3K, acteurs essentiels de la prolifération cellulaire, de la
différenciation, de la survie et de la mort (Shalom-Feuerstein et al., 2008).
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De plus, I’équipe de Hyeong-Reh Choi Kim a observé une accumulation de la protéine a la
membrane mitochondriale (organelle indispensable au processus de la mort cellulaire
programmeée) (Yu et al., 2002). Cette accumulation de la Gal-3 prévient les dommages aux
mitochondries et la relache du cytochrome c, qui induirait I’apoptose.

Un modéle de régulation des voies de signalisation intrinseques et extrinséques par la Gal-3
est représenté dans la figure 12.

IV.2-5- Potentiel thérapeutique de I’inhibition des galectines-3

Le développement de thérapies contre I’activité des galectines a ¢été fortement encouragé
apres la constatation qu’un organisme est viable et ne présente que quelques anomalies en
I’absence d’un membre de la famille de lectines (Gal-3) (Advedissian et al., 2015). Ce qui
rend les Gal-3 une cible thérapeutique de choix dans le monde moderne.

En effet, Sur la base des modeles pré-cliniques actuels, le développement d’inhibiteurs
pharmacologiques ou de modulateurs efficaces de galectines spécifiques jouera un role
crucial dans le traitement du cancer.

En outre, Gal-3 s'est révélé capable de controler la sensibilité des cellules tumorales a la
chimiothérapie grace a la régulation des réponses apoptotiques aux médicaments cytotoxiques
(Nakahara et al., 2006 ; Fukumori et al., 2006).

Parmi ces inhibiteurs, la pectine, sa forte teneur en B-galactose serait responsable de son effet
thérapeutique inhibiteur de la Gal-3. En effet, la structure moléculaire de la pectine en fait une
arme essentielle dans ce processus inhibiteur en liant la Gal- 3, cela peut empécher la capacité
d’adhésion, d’agrégation et de métastatisation des cellules transformées (Wang, 2002;
Sharma et al., 2008).
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Figure 12 : Voies de signalisation associées aux voies intra- et extracellulaires de Galectin-3 (Maxwell,
2014)
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Matériel et Méthodes




I. Matériel

I.1-Matériel biologique
- Matériel végétal : La pectine est extraite a partir de I’écorce d’orange (Citrus sinensis) des
especes Navel et Thomson.
- Lignées cellulaires : Deux lignées cellulaires obtenues gracieusement de I’institut Pasteur
d’Alger ont été utilisées dans cette étude.
La lignée de cellules cancéreuses du Larynx Humain HEp-2 (Human Epithelioma type 2),
¢tablie en 1952 par Moore et al. a partir de tumeur produite sur des rats apres injection de
tissu tumoral de larynx d’un homme de 56 ans.
La lignée de cellules saines VERO, isolées a partir de cellules épithéliales de rein extraites
d'un singe vert africain.

I.2-Réactifs et milieux

Les milieux de culture Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM), sérum de veau
feetal(SVF), antibiotiques (pénicilline/streptomycine/amphotericine), bleu de trypan, acridine
orange (AO) et le dimethylsulfoxide (DMSO) sont obtenus de Sigma-Aldrich (USA).La
trypsine est obtenue de Biochem.

Les solutions: tampon phosphate salin (PBS), bleu de trypan, sulforhodamine B (SRB), acide
acétique, acide trichloracétique (TCA) et le Tris sont préparées selon les protocoles cités dans
I’annexe 1.

1.3-Equipements
Les équipements utilisé€s sont présentés en annexe II.

II. Méthodes

I1.1-Obtention du matériel d’étude

a- Collecte et traitement des écorces d’orange
D’un point de vue botanique les agrumes sont des favedo reonce Ere ey
fruits charnus avec un péricarpe structuré en trois | ;... ~
parties bien différenciées comme illustré sur la
figure 13: 1’épicarpe (Flavedo), mésocarpe (Albédo)
et ’endocarpe (pulpe).

r L4 “ A A
Les oranges sont pelées manuellement et I’écorce est | .uaocanpe “ v o

récupérée apres ¢€limination de la couche externe ' vésicules

(flavedo). La couche interne (albédo) est B e

récupérée, lavée puis broyée uniformément en  Figure 13 : Caractéristiques morphologiques d’une
petits morceaux d’environ 0,5 cm’et conservée orange (Hartati et al., 2011).

fraiche a 4°C.

b- Extraction de la pectine native

» Elimination des huiles essentielles
La principale huile essentielle de I'écorce d'orange est le d-limonéne, qui représente au moins
90% des huiles essentielles totales (Qilong, 2013; Lopresto, 2014). Leur ¢limination a été
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effectuée par hydrodistillation selon un protocole 1égérement modifi¢ de (Tiwari et al., 2017).
250g d’albédo d’orange sont broyées et introduits dans un ballon contenant 1 L d’eau
distillée. Le tout est porté¢ a ébullition (figure 14).

: Chauffe ballon,
: ballon,
: thermometre,
: réfrigérant,
:entrée et sortie d’eau,
: erlen Meyer,
: matiére a extraire,
: couche d’huile essentielle

LI AW -

Figure 14 : Schéma du principe de la technique d’hydrodistillation (Lucchesi, 2005)

Sous I’effet de la chaleur, la vapeur entraine les huiles essentielles (HE) contenues dans
I’écorce et les condense a l'aide d'un réfrigérant. Ainsi, 1’eau recueillie dans I’erlenmeyer
entraine les huiles essentielles a éliminer. L’écorce d’orange est ensuite récupérée, séchée
dans une étuve a 50°C et conservée dans un dessiccateur.

» Extraction de la pectine

Le protocole d’extraction que nous avons adopté, en modifiant quelques paramétres est celui
de Khule et al., (2012). 40g d’albedo d’orange délipidés et sechés ont été additionnés a 800
ml d’eau distillée acidifi¢e jusqu'a pH 2 avec de I’acide citrique a 40%. Le mélange est laissé
pendant une heure dans un bain marie a 65°C sous agitation. Apres chauffage, le mélange est
refroidi a température ambiante puis filtré a I’aide d’un morceau de tissu. La pectine native est
récupérée par précipitation a I’éthanol a 95% qui est ajouté a raison d’un volume pour un
volume de notre solution (v/v). Le précipité est filtré et séché dans une étuve a 50°C. La
pectine est ensuite réduite en poudre fine a 1’aide d’un mortier et conservée dans un
dessiccateur. La figurel5 résume les différentes étapes effectuées en photos.

Le rendement de la poudre de pectine extraite est calculé a 1’aide de la formule suivante :

Rendement de la pectine (%)= (mym) x 100
Ou, my (g) est le poids de la pectine séche et m (g) est le poids de la mati¢re premicre.

1-Ajustement du pH 2-Chauffage 3-Précipitation 4-Filtration

Figure 15 : Principales étapes d’extraction de la pectine
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I1.2-Traitements de la pectine native
a- Traitement chimique par modification du pH

Une réaction de saponification par hydrolyse alcaline a ét¢ réalisée afin de dé-estérifier la
pectine extraite, en traitant les molécules de pectine avec des pH et des températures
différents (Wang et al., 2007). Les protocoles de Crystal et al., 2007 et de Yordan et al.,
2012, ont été suivis en modifiant quelques parametres.

500 mg de pectine native est solubilisée dans 500 ml d’eau distillée stérile, le pH de la
solution est ajusté a 12 avec du NaOH froid a 0,1 M. Aprées lheure a 4°C, le pH de la solution
est réajusté a 5,2 avec de I’acide citrique a 40%. La pectine dé-estérifiée est ensuite précipitée
a I’éthanol (Figure 16). Elle est finalement filtrée, et séché dans une étuve a 50°C.

Précipité

Figure 16: Précipitation de la pectine dé-estérifiée

b- Traitement physique par irradiation gamma

Afin de réduire au maximum son poids moléculaire, la
pectine a été irradiée en solution a une concentration de
4mg/ml, a la dose de 25 kGy a I’aide des rayonnements
ionisants gamma ¢émis par une source de cobalt-60 de
I’irradiateur du Centre de Recherche Nucléaire d’Alger
(CRNA) (figure 17).

Figure 17 : Irradiateur pilote au Cobalt 60

I1.3-Caractérisation des différentes pectines

a- Détermination du degré d’estérification par méthode spectroscopique (FTIR)

Les échantillons de poudre de pectine Native (ONP), Modifiée chimiquement (OMP) et
Irradiée (OMIP) ont été caractérisés par spectrométrie infrarouge a transformée de Fourier
(FTIR).

Les pastilles sont préparées en mélangeant 1mg de pectine séchée réduite en poudre a 100 mg
de Bromure de Potassium (KBr). Le mélange est comprimé a I’aide d’une presse hydraulique
pour former une pastille translucide a travers laquelle le faisceau infrarouge peut passer.

Les pastilles ainsi obtenues sont analysées a 1’aide d’un spectrométre de type NICOLET 380
avec une résolution de 4 cm™ et 64 balayages dans la gamme des nombres d’onde comprise
entre 4000 et 400cm™ (Park et al., 2006). Les spectres sont traités par le logiciel OMNIC.
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Les spectres FTIR Obtenus sont analysés et les pics entre 1600-1630 cm™ et entre 1730-
1760 cm'sont utilisés pour calculer le degré d’estérification par la formule suivante,
(Gnanasambandam et Proctor, 2000 ; Monsoor ef al., 2001; Faravash et Ashtiani, 2008).

DE (%) =100 * (A1730-1760) / (A1730-1760+ A1600-1630)

b- Détermination de la solubilité dans I’eau

La solubilité des différentes poudres de pectine (ONP, OMP, OMIP) a été réalisée en
introduisant 0,25 g de poudre de pectine dans 45 ml d'eau déminéralisée bouillante. La
suspension est portée a ébullition pendant 5 min sous agitation magnétique (Sila et al., 2006).
Apres refroidissement, le mélange est filtré a I’aide de papier filtre séché et prépesé. Le filtrat
obtenu (contenant la pectine soluble dans I'eau) est ajustée a 50 ml avec de I'eau déminéralisée
pour des utilisations ultérieures. Le filtre est ainsi séché et repesé apres séchage jusqu’au
poids constant et le pourcentage de solubilité a été calculé.

I1.4-Activité cytotoxique
a- Mise en ceuvre des effets des différentes pectines sur la prolifération cellulaire

Mise en culture: Les cellules (HEp-2 et VERO) sont cultivées a 37°C dans une atmosphere
saturée en humidité contenant 5 % de CO,, dans du DMEM supplémenté de10% de SVF et de
1% d’antibiotiques (pénicilline 100 U/ml, streptomycine 100 mg/ml).

Entretien de la culture: Le suivi des cultures se fait par des observations quotidiennes au
microscope invers¢ (OLYMPUS CK2) afin de contrdler leur confluence et leur viabilité et de
s’assurer de I’absence de contamination. Le détachement des cellules de leur support de
culture se fait au moyen de la trypsine et lavage du tapis cellulaire par le PBS.

Les cellules dissociées sont centrifugées puis remises en solution dans du milieu frais dans
des flacons de culture stériles a la concentration désirée.

Dénombrement des cellules : La détermination du nombre de cellules par unité de volume de
la suspension cellulaire est réalisée apreés coloration au bleu de trypan 0,4 % afin de
distinguer les cellules vivantes apparaissant claires entourées d’un halo bleu des cellules
mortes totalement colorées en bleu.

Les cellules sont ensuite comptées a 1’aide de chambres d’hémocytometre et d’un microscope
a phase inverse.

Le nombre de cellules est déterminé selon la formule suivante:

Concentration cellulaire (ml) = nombre de cellules par carré x facteur de dilution x 100 x 10°

Mise en contact : Des concentrations croissantes des différentes pectines ONP, OMP, OMIP
(1, 2, 3, 4 et 5 mg/ml) sont ajoutées aux cellules saines et cancéreuses ensemencées a la
concentration initiale de 10° cellules/ml en phase de croissance exponentielle (24 heures
d’incubation) dans des microplaques a 6 et 96 puits, a raison de 3 a 6 répétitions par
concentration. Elles sont ensuite incubées pendant différents temps de contact (24, 48, ou
72h).
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La poursuite des étapes de travail se fait au dépend du meilleur effet cytotoxique obtenu en
présence de I'une des trois substances testées.

b- Mise en ceuvre des effets des rayonnements gamma
Dans des microplaques a 6 et 96 puits sont ensemencées les cellules cancéreuses HEp-2 a
raison de 500 cellules/ml et 10° cellule/ml respectivement puis incubées pendant 24h.

En phase exponentielle de croissance, les cellules sont
exposées aux rayonnements gamma de la source de cobalt-60,
de l’irradiateur de type ELDORADO-78ACEL du CRNA,
illustré sur la figure 18.

Les doses délivrées sont comprises entre 1 et 6 Gy a un débit
de dose proche de celui utilisé en radiothérapie humaine (24,68
c¢Gy/min) dans les conditions suivantes :

Irradiation verticale

Distance (source cible) : 60cm
Taille du champ d’irradiation : 20x20cm
Température moyenne : 20°C

Figure 18 : Unité de Cobalt 60
ELDORADO78

c- Mise en ceuvre des deux traitements concomitants

Les cellules cancéreuses ensemencées comme décrit
précédemment, sont traitées avec les différentes concentrations d’OMIP (1, 2, 3, 4 et 5
mg/ml). Apres 1h d’incubation a 37°C, elles sont irradiées aux doses de 1, 2, 4 et 6 Gy dans
les conditions citées ci-dessus.

I1.5-Evaluation de I’activité cytotoxique

L’effet de I’OMIP a différentes concentrations, seul ou en association avec le rayonnement

ionisant a différentes doses sur la survie cellulaire a été évaluée par deux tests différents :

- le test colorimétrique a la sulforhodamine B basé sur le contenu en protéines représentatif
de la prolifération cellulaire; a partir duquel la concentration inhibitrice de 50% de
croissance cellulaire (ICsg) est déterminée.

- le test de clonogénicité basé sur la capacité des cellules tumorales a proliférer et donner
naissance a un clone de plus de 50 cellules apres traitement. Il permet de déterminer le
coefficient de clonage et d’établir la courbe de survie des cellules cancéreuses exposées au
rayonnement.

a- Test de Sulforhodamine B (SRB)

Ce test est basé sur la liaison électrostatique du colorant anionique aux acides aminés basiques

des protéines cellulaires. Une évaluation colorimétrique permet d’estimer la masse des

protéines totales qui est liée au nombre de cellules. Le colorant sulforhodamine B (SRB)
permet donc 1’évaluation des activités cytotoxiques et cytostatiques de nouvelles drogues anti-
tumorales. Le protocole utilisé est le suivant :

- Autemps T (72h) apres irradiation des cellules, déposer 50 ul d’acide trichloracétique
TCA a 50% froid (concentration finale 10%) dans chaque puits (plaque de 96 puits) et
laisser une heure a 4°C ;

- Laver 4 fois a I’eau du robinet et laisser sécher a 1’air libre ;
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- Ajouter 100 ul/puits de SRB (0,4%) diluée dans de I’acide acétique 1% ;

- Laisser 30 minutes a température ambiante ;

- Rincer rapidement 4 fois avec de I’acide acétique 1% ;

- Laisser sécher, puis mettre 200 pl/puits de tris 10mM (pH 10.5) ;

- Agiter 10-20 minutes, puis déterminer la densité optique de la solution a 1’aide d’un lecteur
de plaque spectrophotométre (BioTek) a 540 nm.

% de survie cellulaire = DO échantillon / DO control x 100
La préparation des solutions est donnée en annexe I1.

» Détermination de I’inhibition de croissance (ICs)

La cytotoxicité des cellules suite aux différents traitements (différentes pectines et
rayonnements ionisants) est évaluée par la détermination de la concentration inhibitrice de
50% de croissance cellulaire (ICsg). Le calcul de I’ICs se fait par la régression linéaire.

b- Test de clonogénicité

Les HEp-2 sont ensemencées a une concentration de 500 cellules/ml dans des plaques 6 puits.
Les cellules sont irradiées une heure apres traitement par OMIP a différentes concentrations
0, 1, 2, 3, 4 et 5 mg/ml). Aprés 10 a 14 jours d’incubation jusqu'a ce que les cellules
survivantes donnent naissance a des colonies macroscopiques visibles (contenant 50 cellules
et plus) qui peuvent étre comptées facilement. Les colonies sont fixées a 1’éthanol pendant 10
minutes puis colorées au Giemsa.

» Détermination du coefficient de clonage

Le coefficient de clonage ou plating efficiency (PE) représente le pourcentage de cellules
ensemencées qui ont donné naissance a un clone viable, c’est-a-dire qui s’est développé au-
dela de la cinquieme génération.
Ce coefficient de clonage est déterminé par le comptage des colonies dans 1’échantillon
témoin non irradié suivant la formule suivante :

nombre de colonies dénombrées

E= nombre de cellules ensemencées x100

> Détermination de la fraction de survie :

La fraction de survie ou survival fraction (SF) représente le pourcentage de cellules
ensemencées qui ont données naissance a un clone viable, c’est-a-dire qui se développe au-
dela de la cinquiéme génération. Cette valeur est calculée en divisant le nombre de colonies
décomptées aprés une a deux semaines dans 1’échantillon par le nombre de cellules
ensemenceées corrigé par le coefficient de clonage.

SF nombre de colonies dénombrées

nombre de cellules ensemencées x (—1P0E0)

Une courbe de survie qui représente la réponse dose-effet des rayonnements ionisants sur les
HEp-2 est tracée a partir des valeurs des fractions de survie obtenues.
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La radiosensibilit¢ intrinséque a été quantifiée en calculant la fraction de survie a 2 Gy (SF2),
2@y étant la dose journalicre regue par le patient en radiothérapie conventionnelle.
Selon Bjork-Eriksson et al., (2010).

e Si SF2>0,4, la lignée étudiée est radiorésistante.
e SiSF2<04,lalignée est considérée comme étant radiosensible.

» La capacité radiosensibilisante

La capacité radiosensibilisante (CR) de ’OMIP est déterminée par le calcul du ratio suivant :

CR = (Survie des cellules irradiées traitées avec OMIP/survie des cellules non irradiées traitées avec OMIP)

(Survie des cellules irradiées non traitées/survie cellules non — irradiées et non traitées).

Un ratio d’une valeur inférieure a 1 révele un effet radiosensibilisateur.

Un ratio égal a 1 indique que I’effet est additif; c’est-a-dire que 1’effet toxique des radiations
s’additionne a celui induit par la OMIP.

Finalement, un ratio supérieur a 1 indique que la toxicité cellulaire mesurée en combinant les
OMIP aux radiations est inférieure a la somme des toxicités obtenues individuellement par ces
deux modalités.

I1.6-Mise en évidence de la mort cellulaire
Les changements dans la morphologie des cellules tumorales sont recherchés apres
prolifération de 24h en phase exponentielle de croissance suite a la mise en contact de
I’OMIP aux concentrations croissantes de 1 a 5 mg/ml. Les observations réalisées au moyen
d’un microscope invers¢ (BRESSER) sont représentées sur des photos prises apres 48h
d’incubation (figure 19).

Figure 19 : Photo du microscope inversé (BRESSER)

Dans le but de mettre en évidence le type de mort, les cellules en culture sont colorées a
I’acridine orange (AO), un fluorochrome qui se fixe aux acides nucléiques et marque
différentiellement I’ADN en vert et ’ARN en rouge.

Aprés 24h de mise en culture des cellules cancéreuses sur des lamelles a raison de
10°cellules/lamelle, placées dans des microplaques 6 puits, les cellules sont traitées a des
concentrations de 3 et 5 mg/ml d’OMIP en plus du témoin négatif.
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La coloration a ’acridine orange a raison de (100pg/ml) dans du PBS, est réalisée apres 72h
d’incubation des cellules.

La mise en évidence du type de mort se fait par observation au microscope a fluorescence
(Leica DM6000B) sous lumiere bleue (figure 20). Chaque lecture est réalisée en triplicata.

Figure 20 : Photo du microscope a fluorescence (Leica DM6000B).
I1.7-Analyse statistique

Les résultats de notre étude expérimentale sont traités statistiquement. Le calcul des
moyennes et des €carts types sont réalisés a partir des résultats de deux a trois essais et trois a
six réplications par essai avec Microsoft Excel 2010.

- Moyenne arithmétique (X) des valeurs individuelles

. Y X; Y x; : somme des valeurs individuelles
X= n : nombres des valeurs
n

- Erreur standard a la moyenne (ESM)
G T (xi — X)*
ESM = avec o (&cart type) =
n n-1

X; : Valeurs individuelles n : Nombre d’échantillon

Tous les résultats sont exprimés en Moyenne + Ecart type (£SD) et les graphes sont tracés a
I’aide du logiciel Origin 2016. Les ICsg sont calculées par la méthode de la régression linéaire.

D’autre part, une analyse de la variance (one-way ANOVA) suivie par le post-test de
Tukey pour la comparaison de plusieurs échantillons est appliquée a l'aide des logiciels
(Excel 2010 et MiniTAB). Les valeurs de P < 0,05 sont considérées comme significatives.
Ainsi, le degré de signification est comme suit :

- Si p> 0,05 : la différence n’est pas significative

- Si p <0,05 : la différence est significative (*)

- Si p <0,01 : la différence est tres significative (**)

- Sip <0,001 : la différence est hautement significative (***).
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Résultats et discussion




I. Extraction de la pectine native

La particularit¢ de notre étude est de travailler sur 1’extraction d’une pectine a partir de
I’écorce de deux variétés d’orange Algériennes sur lesquelles peu de recherches ont été
effectuées, alors que beaucoup de travaux ont portés sur I’extraction des pectines de
différentes sources végétales, en particulier pomme, citron et betterave (Kalapathy et
Practon, 2001 ; Levigne et al., 2002 ; Centeri ef al., 2005; Faravash et Ashtiani, 2008).

- Elimination des huiles essentielles
Apres hydrodistillation de ’albedo d’orange, nous avons obtenus deux phases (figure 21). En
dessus, il s’agit de I’huile essentielle d’orange (sous forme de gouttelettes) et au-dessous de
I’eau d’orange. La figure 22 montre 1’aspect de 1’écorce d’orange apres ¢limination des huiles
essentielles et séchage.

ol
Figure 21: phases obtenues apres délipidation Figure 22: Aspect de la poudre d’albedo
de I’albedo d’orange. d’orange délipidée apres séchage.

I1. Rendement en pectine :

Les rendements d'extraction (exprimés en pourcentage) de la poudre de pectine native (ONP)
et des pectines modifiées (OMP, OMIP) a partir du poids initial de la matiere seéche ont été
calculés et représentés dans le tableau II.

Tableau II: Rendements d’extraction et de modification de la pectine.

ONP OMP OMIP

Rendement d’extraction 19,65+2,68 9,13+0,9* 7,67+0,43*
(o)

(n=3), *P< 0.05 en comparaison avec le groupe contréle (ONP).

En général, le rendement d'extraction de pectine de différentes sources peut varier en fonction
des parameétres de traitement et des caractéristiques de I'échantillon.

L’optimisation des conditions d’extraction et de modification de la pectine a été réalisée dans
une ¢étude préliminaire, en ciblant certains paramétres (pH, températures et temps
d’extraction) afin d’atteindre le plus bas degré d’estérification pour un meilleur rendement.
L’¢limination initiale des huiles essentielles par hydro-distillation avant I’extraction de la
pectine, a permis d’avoir un bon rendement en pectine comme il a été recommand¢ par
(Pandharipande et Makode, 2012 ; Sayah et al., 2016).
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Les conditions opératoires mises au point nous ont permis d’obtenir un rendement en pectine
native de 19,654+2,68% a partir de la matiére premicre séche, taux similaire a celui
rapporté par (Khule ez al., 2012 ; Sulieman et al., 2013 ).

Le rendement en pectine modifiée par le traitement chimique (OMP) a partir de la matiére
premiere seche est inférieur a celui de ’ONP de moitié environ de 9% a partir de la maticre
premicre séche. Cette différence peut étre expliquée par le faite que I’OMP est préparée en
modifiant ’ONP, donc la fraction non soluble, en plus des pertes qui sont soustraites de la
masse initiale d’ONP.

L’OMIP ayant recu les deux traitements (changement du pH et irradiation gamma), a donné
un rendement légerement inférieur a celui de ’OMP (7,67+0,43%), a partir de laquelle elle a
¢été préparce.

Les poudres de trois différentes pectines sont représentées sur la figure 23.

@aar-J: O v

Figure 23: photos des différentes poudres de pectine

III. Caractérisation des différentes pectines

ITI.1- Degré d’estérification
Les spectres infrarouges des pectines (ONP, OMP, OMIP) sont représentés dans la figure 24.
Ce spectre nous permet de confirmer I’identité de la pectine extraite a partir de 1’écorce
d’orange et de distinguer les modifications apportées par les différents traitements.
La plupart des groupements fonctionnels de la pectine sont situés dans la région entre 1000 et
2000 cm™ du spectre FTIR (Kalapathy et al, 2001). Le groupement carbonyle entre 1630 et
1650 cm™ et la région située entre 1740 et 1760 cm ' indique les groupements carboxyles
libres et estérifi¢s (Gnanasambandam et al, 1999).
Les données représentées sur la figure 23(a) confirment I’identité fonctionnelle de la pectine
native extraite a partir de 1’écorce d’orange, représenté avec une absorbance de 1742 cm™
indiquant les groupements carboxyles, et une absorbance de 1650 cm™ indiquant les
groupements carbonyles (Fertonani ez al, 2006).
Le degré d’estérification calculé a partir de ces deux pics est de 59,64%. Cette valeur est
proche de 63% obtenue par Sayah et al. (2016).
Selon son degré d’estérification, I’ONP extraite peut étre classée en tant que pectines HM
(Hautement Méthylées) avec un DE> 50% (Levigne et al., 2002).
Sur les spectres infrarouges de 'OMP et ’OMIP nous remarquons une absence du pic
caractéristique des groupements carboxyles (1730-1760 cm™) et celui indiquant les
groupements carbonyles est représenté par une absorbance de 1609cm™ . Ainsi, les traitements
apportés a ’ONP ont permis de réduire son degré d‘estérification a 0% et ainsi I’OMP
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et’OMIP sont considérées comme des pectines faiblement méthylées (LM) (Levigne et al.,
2002).
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Figure 24: Représentation spectrale IR de ’ONP (a), OMP (b) et OMIP (c)

Comme rapporté par Leclere et al. (2013) la modification chimique de la pectine par le pH
cause une P-¢limination qui induit une dépolymérisation du polysaccharide et sa de-
estérification.

Par ailleurs, Dangowski ef al. (2002) rapporte que I’irradiation induit une réduction du poids
moléculaire et du DE ainsi qu’une diminution de la viscosité.

II1.2- Détermination de la solubilité dans I’eau

Le tableau III montre le pourcentage de solubilit¢ des différentes pectines (ONP, OMP,
OMIP) dans I’eau.

Les résultats obtenus indiquent un pourcentage de solubilit¢ d’OMIP de (78,6+0,62%),
supérieur a celui des ONP et OMP d’environ 69%.

Le traitement par irradiation gamma apporté a I’OMP a entrainé la dégradation des molécules
du polymere (Kang et al., 2006), ce qui a permis de réduire la longueur des chaines
polysaccharidiques et de produire des oligosaccharides pectiques ayant une solubilité plus
¢levée dans I’eau, et ainsi une meilleure assimilation par les cellules. C’est un résultat
similaire a celui obtenu par El-Batal ef al. (2012).

Tableau III: La solubilité d’ONP, OMP et OMIP dans I’eau.

ONP OMP OMIP
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Solubilité (%) 69,12+1,81 69,44+0,45 78,6+0,62**

n=3, ** P<0,01 en comparaison avec le groupe contrdle (ONP).

IV. Activité cytotoxique

IV.1- Effets des différentes pectines sur la prolifération cellulaire
La prolifération cellulaire représentée par le taux de viabilité décelée par le test SRB a été
déterminée pour les deux lignées cellulaires, cancéreuse (HEp-2) et saine (VERO), aprés trois
temps de contact 24h, 48 et 72h.
La figure 24 représente les pourcentages de la viabilité cellulaire en fonction des
concentrations des différentes pectines (ONP, OMP, OMIP). Les résultats obtenus révelent
I’effet antiprolifératif proportionnel a la concentration et au temps de contact des différentes
pectines sur les cellules tumorales.
L’ONP et ’OMP ont montré des taux de viabilité¢ des HEp-2 rapprochés aprés un temps de
contact de 72h, et qui est & son minimum a la concentration de Smg/ml, atteignant 42,22+8,5
et 46,7+4,96% de viabilité respectivement (figure 25 a, b).
Cependant I’OMIP a montré son effet propice sur la viabilité des HEp-2, a partir de la
concentration de 2 mg/ml.
En effet, plus la concentration en OMIP est importante et le temps de contact plus long, plus
la viabilité cellulaire diminue (figure 25 c). La concentration de 5 mg/ml et le temps de
contact de 72 h ont donn¢ le taux de viabilité des HEp-2 le plus faible (5,43+1,16%).
Ainsi, la modification de la pectine par dé-estérification et irradiation a contribué a une
augmentation des effets cytotoxiques sur les cellules cancéreuses, potentialisant I’activité
antitumorale.

Sur la figure 25 d, le taux de survie des VERO a diminué de 30 % contre 60% de mort des
HEp-2 apres 24 et 48h de culture. Apres 72h de culture les VERO atteignent le minimum de
leur viabilit¢ qui a diminuée de 41% contre 95% de mort des HEp-2. Ce qui indique que les
VERO n’ont pas été affectées par I’OMIP autant que les HEp-2.

Ces résultats, dévoilant une faible sensibilit¢ des cellules saines (VERO) au traitement
pectique (OMIP), sont confirmés par ceux obtenus par Almeida et al., (2015) qui ont comparé
I’effet d’un dérivé pectique sur des cellules cancéreuses du colon (Caco-2) et sur les VERO.
Nous pouvons affirmer que la pectine a un effet cytotoxique significatif sur les cellules
cancéreuses (HEp-2) qui est, particulierement, dix (10) fois plus important chez I’OMIP que
I’ONP et ’OMP. De plus, cet effet est sélectif et préférentiel sur les cellules cancéreuses que
sur les saines.
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Figure 25: Activité anti-proliferative de ’ONP (a), OMP (b) et OMIP (c) sur les HEp-2 et OMIP sur les
VERO (d) apres 24h, 48h et 72h de mise en contact.

> Détermination de I’inhibition de croissance (ICs)
e Inhibition de croissance (ICs) des différentes pectines sur les HEp-2
Les concentrations d’ONP, OMP et OMIP qui inhibent 50% des HEp-2 (ICsy) apres les
différents temps de culture sont représentées dans le tableau IV. La meilleure activité
antiproliférative est attribuée a 1’échantillon ayant la plus faible valeur d’ICsy.

Tableau IV : Valeurs de I’IC50 de I’ONP, OMP et OMIP sur les HEp-2 a différents temps de contact.

Les pectines Valeurs d’I1Csyp (mg/ml)
24h 48h 72h
ONP 36,34+0,35 10,22+0,50%+ 6,04+0,51*
OMP 5,3540,29*+* 7,45+0,57* 5,62+0,43
OMIP 6,17+0,20%*x* 5,16+0,36** 3,18+0,56*

n=5,* P<0,05, **P<0,01, *** P<0,001, comparaison entre les échantillons.
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D’apres les résultats illustrés dans tableau IV, nous remarquons que les valeurs d’ICsg varient
entre 10 et 3 mg/ml pour les différentes formes de pectine, sauf pour 1’échantillon d’ONP qui
a montré une I1Cs élevée (36,34+0,35 mg/ml) apres un temps d’incubation de 24h.

De plus, nous constatons que I’inhibition de la prolifération de 50% des HEp-2 nécessite une
concentration de 6,04+0,5Img/ml d’ONP, 5.62+0,43mg/ml d’OMP et seulement
3.1840,56mg/ml d’OMIP apres un temps de contact de 72h. 95% d’inhibition (ICys) est
obtenue avec OMIP a une concentration de 5 mg/ml.

L’utilisation de I’OMIP sur les HEp-2 a montré une efficacité anticancéreuse importante avec
un taux de mortalit¢ de 94% et une 1Csy de 3 mg/ml. Ces résultats sont confirmés par ceux
d’El-Batal et al. (2012), qui montrent I’effet antitumoral de la pectine d’agrume modifiée sur
des cellules du carcinome ascitique. Il semblerait que la pectine a faible degré d’estérification
(inférieur a 50%) est plus efficace du fait qu’elle est capable de lier les molécules de la
protéine anti-apoptotique impliquée dans la progression des cancers, la galectine-3, ceci a été
propos¢ par Hartati et Kurniasari, (2011). Ainsi liée, la capacité¢ des cellules a adhérer les
unes aux autres est bloquée, ce qui prévient I’agrégation des cellules tumorales in vitro (Raz
et al.,1987; Niture et Refai, 2013; Conti et al., 2018) (figure 8 de la partie bibliographique).
On peut supposer donc que I’OMIP a induit des perturbations du réseau Gal-3 du domaine
extracellulaire par des liaisons concurrentielles au domaine de la reconnaissance des glucides
(voir figure 10 de la partie bibliographique). L’étude récente de Fang et al. (2018) a montré
que le MCP aussi a inhibé la croissance des tumeurs de la vessie par une régulation a la baisse
de Gal-3.

e Inhibition de croissance d’OMIP sur les HEp-2 et les VERO

Les concentrations d’OMIP qui inhibent 50% de viabilit¢ des HEp-2 et des VERO sont
représentées dans le tableau V.

L’ICsp a été calculé pour les deux lignées cellulaires apres les trois temps d’incubation a partir
des taux de viabilité cellulaire aprés traitement a différentes concentration d’OMIP. 1l a été
vérifié que I’OMIP agit de manicre plus destructive contre les cellules cancéreuses du larynx
(HEp-2), mais moins contre les cellules saines (VERO).

Le tableau IV montre que plus le temps de contact augmente, plus les valeurs de 1’ICsy sont
réduites, sauf pour les VERO qui leur ICs est passée de 8,29+0,15 mg/ml a 9,22+0,14 apres
un temps de 48h.

Comme c’est montré précédemment par le test de cytotoxicité (SRB) I’OMIP présentait des
effets cytotoxiques élevés sur les cellules HEp-2, et ce depuis 1’ICsy de 6,16+0,20 mg/ml
apres 24h, contre une ICs plus élevée (8,29+0,15 mg/ml) sur les VERO.

Apres 48 et 72h de culture, I’ICsy de I’OMIP sur les VERO ¢était presque deux fois supérieure
a I'lCsp des HEp-2, pour atteindre la valeur de 3,18+0,56 mg/ml d’OMIP qui inhibe la
prolifération de 50% des HEp-2 contre 25% des VERO.

Tableau V: Valeurs de I’ICsy de I’OMIP sur les HEp-2 et les VERO a différents temps de contact.

Lignées cellulaire Valeurs d’ICsy (mg/ml)
24h 48h 72h
VERO 8,29+0,15" 9,220, 14 5,29+0,19x
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HEp-2 6,17£0.2%%* 5,16+0,36%* 3,18+0,56*

n=5, ¥P<0,05, ** P<0,01, ***P<0,001, comparaison entre les échantillons

Donc, ’OMIP était deux fois plus cytotoxique contre les cellules cancéreuses (HEp-2) que les
cellules saines (VERO).

La détermination des ICsy a confirmé les effets déja observés, ceci a également été rapporté
par Almeida et al. (2015) dans une étude comparative de ’effet cytotoxique du pec-Ma sur
des cellules cancéreuses du colon (Caco-2) et les cellules saines (VERO) ou la différence
dans les valeurs d’ICsg est encore plus importante.

IV.2- Effets des rayonnements gamma
L’effet antiprolifératif des rayonnements gamma seul sur les HEp-2 a été démontré par le test
de cytotoxicité a la sulforhodamine B (SRB) et le test de clonogénicité.

> La viabilité cellulaire

Les taux des cellules viables aux doses croissantes d’irradiation mis en évidence par le test
SRB sont représentés sur la figure 26.

L’irradiation des HEp-2 a montré un effet radiorésistant de ces cellules exposées aux doses
(1,2 et 4Gy). Pour la dose de 6 Gy les HEp-2 étaient plus radiosensibles.

Le maximum de mort cellulaire (26,83+6,36%) est obtenu apres exposition des cellules
cancéreuses a la dose d’irradiation de 6 Gy apres un temps d’incubation de 48h.

Donc une diminution dose-dépendante de la viabilité cellulaire induite par 1’exposition aux
rayonnements gamma a ¢été révélée, méme résultat obtenu lors d’une étude menée sur trois
lignées cancéreuses de la prostate irradiées a différentes doses (Conti et al., 2018).

100 4

[ ©
o o
1 1

IN
o
1

\ahilité odliuaire (%9

20+

(0] 1 2 4
Doses d'irradiation (Gy)

Figure 26: Effet antiproliférative de 1’irradiation sur les HEp-2 révélé par le test SRB.
Les résultats sont exprimés en moyenne + écart-type, n=6, ***P<0,001 en comparaison avec le
témoin non irradié
» La radiosurvie cellulaire

La quantification de la survie des cellules HEp-2 exposées aux rayonnements gamma est
déterminée par le test de clonogénicité, qui permet de dénombrer uniquement les cellules
survivantes a I’irradiation dont la capacit¢ a former un clone n’a pas été altérée. Leur
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proportions diminue lorsque les doses augmentent suivant un modele mathématique décrit par
des courbes exponentielles telles que représenté en figure 27. Elles représentent une réponse
dose-effet a I’irradiation et servira a déterminer le niveau de radiosensibilit¢ de la lignée
cellulaire HEp-2.

Les fractions de survie sont calculées en divisant le nombre de colonies décomptées apres 9
jours d’incubation par le nombre de cellules ensemencées, corrigé par le coefficient de
clonage (échantillon témoin non irradi¢). Le coefficient de clonage (PE) est déterminé aprés 5
générations cellulaires.

PE= Nombre de colonies de plus de 50 cellules/Nombre de cellules ensemencées
Pour I’échantillon témoin non irradié, le PE est de 1’ordre de 9,85%, ce qui correspond a une
survie corrigée de 100%. On compare ensuite cette survie corrigée apres irradiation a
différentes doses.
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Figure 27: Courbe de survie cellulaire des cellules HEp-2 de en fonction de la dose révélé par le test
clonogénique.

La figure 27 montre une décroissance de la survie cellulaire lorsque la dose d’irradiation
augmente. Ces résultats s’accordent avec ceux obtenus par (Hematulin et al., 2012 ; Kim ef
al., 2014).

La fraction de survie déterminée a 2 Gy (SF;) est de 0,611, calculée a partir des points
expérimentaux de 1’équation : S= exp-(0,24D+0,003D?).

Etant supérieure a 0,4, la lignée HEp-2 est considérée radiorésistante (Bjork-Eriksson et
al., 2010).

1V.3- Effets des traitements concomitants
Afin de démontrer que I’OMIP peut agir en tant que radiosensibilisateur des cellules
cancéreuses radiorésistantes, son effet en concomitance avec I’irradiation a été recherché et
révélé par le test de cytotoxicité a la sulforhodamine B (SRB) apres 48h de culture.
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Les taux de viabilité cellulaire en fonction des doses administrés sont représentés par des
histogrammes sur la figure 28, a partir de laquelle nous remarquons la diminution de la
viabilité cellulaire en fonction de la dose d’irradiation a partir de la plus faible concentration
d’OMIP. Le minimum de viabilité (18,47+3,28 %) est enregistré pour les cellules traitées
avec 5 mg/ml est irradiées a la dose de 4 Gy.
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Figure 28: Histogramme représentant les taux de viabilité des HEp-2 en présence des différentes
concentrations en OMIP en fonction de dose d’irradiation (n=6, **P<0,01, ***P<0,001)

La capacité des cellules a se reproduire aprés irradiation est révélée par le test de
clonogénécité¢ aprés 9 jours incubation. Les fractions de survie en fonction des doses
d’irradiation sont illustrées sur la figure 29. Nous remarquons que la survie des HEp-2 a
considérablement diminuée en présence de ’OMIP a 1 et 2 mg/ml pour toutes les doses
d’irradiation et elle était nulle (absence de colonies) pour les concentrations en OMIP de 3, 4
et Smg/ml.

Ces résultats montrent un effet inhibiteur de I’irradiation seul ou en association avec I’OMIP
plus significatif. Les doses de 4 et 6 Gy ont montré un effet inhibiteur trés important. La
fraction de survie enregistré pour la concentration de 2 mg/ml d’OMIP et a la dose de 6 Gy
¢était de 0,024+0,01.

Il apparait qu’une dose de 2 Gy associ¢e a 2 mg/ml d’OMIP donne la méme fraction de survie
(0,2) qu’a la dose de 6 Gy seule. Ceci confirme, I’effet radiosensibilisateur de I’OMIP.
L’OMIP a abouti a renforcer I’inhibition de la survie effectuée par le rayonnement.

Nos résultats sont confortés par d’autres travaux montrant I’effet de I’OMIP sur la
radiosensibilité des cellules (Nabi ez al., 2015 ; Conti et al., 2018).

Cet effet a été expliqué par une production transitoire de ROS qui provoque des dommages a
I'ADN et ainsi ’activation de la transduction cellulaire des voies menant a la mort cellulaire
par apoptose (Leach et al., 2001; Mikkelsen et Wardman, 2003).
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Figure 29: Courbe de survie des HEp-2 en présence des différentes concentrations en OMIP en
fonction des doses d’irradiation.

D’autres indiquent que ’OMIP régule a la baisse l'expression d’un composant clé¢ de la
machinerie de réparation de 'ADN: PARP, et des preuves de l'efficacité des inhibiteurs des
voies de réparation de I'ADN peuvent fonctionner en tant que traitement ciblé de certains
cancers (Helleday et al., 2008 ; Conti et al., 2018).Par conséquent, la suppression des voies
spécifiques de réparation de I'ADN utilisée en combinaison avec I’irradiation endommageant
I'ADN pourrait s'avérer cliniquement significative.

Le constat d'une régulation a la baisse des processus de réparation (PARP) par ’OMIP et
'augmentation de la sensibilité cellulaire aux rayonnements ionisants est trés encourageant.

» La capacité radiosensibilisante

La capacité radiosensibilisante a ¢té calculée a partir du nombre de colonie formées et
dénombrées, et les résultats obtenus sont représentés dans le tableau V1.

La capacité radiosensibilisante représentée par un ratio (inférieur a 1) indique que I’OMIP
sensibilisait les cellules aux radiations et démontre un effet synergique entre I’OMIP et
I’irradiation. Plus le ratio est petit plus la capacité radiosensibilisatrice est ¢levée (Drouin et
al., 2004).

Tableau VI: Capacité radiosensibilisatrice d’OMIP sur les HEp-2 a différentes doses d’irradiation

OMIP (mg/ml) Doses d’irradiation (Gy)
1 2 4 6
1 0,78+0,05 0,51£0,045 0,65+0,05 0,68+0,014
2 0.64+0,1 0.32+0,01 0,13+0,03 0,10+0,01

L’effet radiosensibilisant le plus prononcé a été obtenu avec la concentration en OMIP de 2
mg/ml avec laquelle un ratio de 0,1 a été calculé.

Un ratio de 0 obtenu a des concentrations supérieures a 2 mg/ml d’OMIP (3, 4 et Smg/ml) a
¢té caus¢ par une survie nulle des cellules HEp-2 traitées puis irradiées. Par conséquent,
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I’ampleur de la radiosensibilit¢ de I’OMIP a ces concentrations n’a pu étre déterminée. Ces
résultats sont similaires a ceux obtenus par Drouin et al., (2004), lors de 1’é¢tude de I’effet
radiosensibilisateur de 1’acide linoléique conjugué chez les cellules cancéreuses du sein.

V. Mise en évidence de 1a mort cellulaire

La figure 30 montre les changements morphologiques des HEp-2 en culture traitées avec les
différentes concentrations d’OMIP et observées directement au microscope optique.

Apres 48 heures de culture en absence d’OMIP, la morphologie des cellules est normale,
présentant une forme allongée typique des HEp-2 vivantes. Elles s’étalent en monocouche sur
le support de culture avec une répartition homogene.
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Figure 30: Représentation des changements morphologiques des HEp-2 apres 48h de culture. (a) culture des
HEp-2 sans traitement, (b, c, d, e, et f) HEp-2 en présence d’OMIP a 1, 2, 3, 4, et Smg/ml respectivement,
observées au microscope inversé¢ Gx100. (fleche verte : cellule vivante, fléche rouge : cellule morte).

En revanche, les cellules cultivées en présence d’OMIP ne présentent pas la méme
morphologie et celle-ci dépend de la concentration en pectine.

Aux concentrations 1 et 2 mg/ml, deux types de populations cellulaires sont observés : une
partie des cellules adhére au support et s’étale sur le fond des puits (fléches vertes) et les
autres présentent une forme sphérique (fleéches rouges), treés faiblement voire non adhérentes
au support. A la concentration de 5 mg/ml, le nombre de cellules attachées est réduit et toutes
les cellules adoptent une forme arrondie et se regroupent en amas. Les mémes changements
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morphologiques sont constatés par Delphi et al. (2015) lors de I’étude de la viabilité des
cellules du cancer de sein (MDA-MB-231) en présence d’un acide pectique.

Afin de mettre en évidence le type de mort cellulaire induite par ’OMIP, les changements
morphologiques sont analysés apres le marquage fluorescent a I’acridine orange.

Grace au marquage fluorescent, 1’allure normale des HEp-2 non traitées a ’OMIP a été
révélée (figure 31 a). Contrairement aux HEp-2 traitées avec 3mg/ml et Smg/ml d’OMIP
(figure31 respectivement b et c), chez lesquelles des modifications morphologiques ont été
observé.

En effet, les cellules ont perdu leur allure originale et montrent pour certaines, un
bourgeonnement cellulaire (fleche orange) et pour d’autres une condensation du noyau (fleche
blanche), en plus d’une destruction organisée en corps apoptotiques (fleches rouges)
facilement identifiables. On différencie clairement des petites vésicules contenant du matériel
génétique marquées en vert caractéristiques de la mort cellulaire par apoptose. Ces structures
sont absentes pour le témoin (figure 31 a).

‘. .o-ocv

Figure 31 : Aspect morphologique des cellules cancéreuses HEp-2 marquées a I’ acrldme orange. Cellules
cancéreuses témoins (a), traitées par 3mg/ml(b) et 5Smg/ml(c) d’OMIP sous microscopie a fluorescence,
Gx100. (fleche orange : bourgeonnement cellulaire, fleche blanche : condensation du noyau, fleche rouge corps
apoptotiques)

Ces observations mettent largement en évidence le type de mort induite par la pectine qui est
I’apoptose. Ces résultats sont corrélés par d’autres études (Attari et al., 2009; Hossein et al.,
2013; Delphi et al., 2015).

En effet, Il a été récemment suggéré que l'effet inhibiteur de la pectine modifiée semblerait
étre di a l'induction de l'apoptose qui se fait par le clivage de la forme précurseur d’une
protéine pro-apoptotique (caspase-3) et par l’augmentation de l'expression d’une autre
protéine pro-apoptotique aussi (Bax) (Conti et al., 2018).
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Conclusion




Conclusion:

Notre présente étude a concerné principalement I’extraction de la pectine a partir des écorces
d’orange, la mise au point d’un traitement de sa modification (chimique et physique au
rayonnement gamma), la caractérisation physico-chimique des pectines obtenues. Par ailleurs,
nous avons mis en évidence ‘in vitro’ le double effet, antiprolifératif et radio-sensibilisateur
de la pectine sur les cellules cancéreuses par un test de cytotoxicité (SRB), révélé par une
technique spectrométrique et un test de clonogénécité. De plus le type de mort induite a été
révélé par une technique de marquage fluorescent sélectif des acides nucléiques.

Ce travail a permis de mettre en évidence les résultats suivants :

- Parmi les pectines traitées, celle modifiée chimiquement et irradiée (OMIP) a montré 1’effet
antiprolifératif le plus élevé avec un taux de mortalité des cellules cancéreuses de larynx
humain HEp-2 de 95% et une ICsy de 3.18 mg/ml. Cet effet est par ailleurs sélectif n’ayant
provoqué que 41% de VERO pour une ICsy de 5.29 mg/ml.

- Le meilleur potentiel de sensibilisation des HEp-2 aux rayonnements ionisants a été décelé
étre a la concentration de 2 mg/ml d’OMIP pour un indice de combinaison inférieur a 1, ce
qui indique une capacit¢ de radiosensibilisation significative de I'OMIP et illustre I'effet
synergique entre 'OMIP et le rayonnement.

- L’OMIP semble induire la mort des HEp-2 par apoptose.

En conclusion, nos résultats indiquent un double effet antiprolifératif sélectif et
radiosensibilisateur de la pectine d’orange, particuliecrement remarquable aprés sa
modification physicochimique spécialement adaptée sur une lignée cellulaire cancéreuse.

L’OMIP est un candidat potentielpourles nouvelles thérapies anticancéreuses.
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Annexes




ANNEXE I

Solutions de travail :
1- Tampon phosphate

Pour préparer un litre du tampon phosphate salin, abrégé PBS, de I'anglais phosphate
buffer saline, il faut :

NaCl (137 mM) 30¢g e Apporter le volume a 1 litre par I’eau
3 distillée.
- 8
KCl(2,7mM) e Ajustement du pH a 7.4.
Na;HPO, 2H,0 (10 mM) 1,44 g o Stérilisation par ultrafiltration sous I’hote
(membrane de porosité 0,45 ou 0,22 um) ou
KH2PO4 (1,76 mM) 02¢g par autoclavage a 120°C pendant 20 minutes.

e Répartition de la solution en aliquotes dans
des tubes de 15 ml.

¢ Bien visser les bouchons et les entourer par
du parafilm, puis les conserver a 4°C.

2- Solutions du test SRB :

- Acide acétique a 1% : 1ml d’acide acétique a 98% dans 100 ml d’eau distillée (T°

ambiante).

- SRB 0.4%: 0,4 g de SRB dans 100 ml d’acide acétique a 1% (Flacon ambré, T°
ambiante).

- TCAa50% :50 gde TCA dans 100 ml d” H,O distillée (Flacon ambré, 4°C).

- Tris 10 mM pH 10.5 : 0,242 g de tris bas dans 200 ml H,O distillée, ajuster le pH a 10,5
avec HCI (T° ambiante).




ANNEXE II

Equipements :

Hotte a flux laminaire (Safe FAST)

Incubateur thermostaté a CO, (Sigma)
Congélateur a -20°C (ENIEM)

Cong¢lateur a -80°C (Thermo Scientific)
Cryoconservateur a azote liquide (ARPEGE 40)
Centrifugeuse réfrigérée (Sigma)

Microscope photonique traditionnel (Leica wild)

Microscope photonique inversé (Olympus)

>

>

>

>

>

>

>

>

» Microscope a fluorescence (Leica DM6000B)
» Spectrophotométre lecteur de microplaques(BioTek )
» Balance de précision (Sartorius)

» Hémocytométre (cellule de Malassez).
» Vortex (Bioblock)

» Agitateurs

» pH métre

» Autoclave

>

Un irradiateur pilot gamma au Cobalt 60

> Unité de Cobalt 60 ’ELDORADO78 (AECL).



