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Introduction générale

Le cancer est I'une des causes principales de mort a I'échelle mondiale, c’est une tumeur
maligne qui est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire anormalement
importante au sein d’'un tissu normal de 'organisme conduisant a 'envahissement des tissus
voisins par une croissance illimitée, l'invasion et la métastase des cellules (Chang et al.,
2011; Takahashi et al., 2006).

Le cancer colorectal est le troisieme cancer le plus fréquent dans le monde entier. I
représente la deuxieme cause de mortalité par cancer. Plus d’'un million de nouveaux cas de
cancer colorectal sont diagnostiqués chaque année (Merika et al., 2010)

Le cancer colorectal est I'un des cancers les plus malins. Son apparition et sa progression
impliqguent un processus évolutif affecté par de multiples genes (Li et al., 2013). Il est
possible de réduire la morbidité et améliorer le pronostic du cancer colorectal par sa

détection précoce (Li et al., 2012).

Au cours des travaux visant a identifier des substances naturelles capables d’inhiber la
croissance tumorale et 'angiogenése des cellules du cancer colorectal, une huile naturelle a

été identifiée, il s’agit de I'huile de Nigelle.

La Thymoquinone est le principal constituant bioactif qui dérive de la plante médicinale
« Nigella sativa » originaire de sud-ouest de I'Asie. Elle avait été utilisée dans la
phytothérapie arabe traditionnelle pour le traitement d'arthrite, les maladies de poumon et
I'hypercholestérolémie (Khader et al., 2009).

Elle a été étudiée in vitro et in vivo pour ses effets anti-inflammatoires, antioxydants et
anticancéreux depuis sa premiére extraction en 1960. Son activité anti-oxydante / anti-
inflammatoire a été rapportée dans différentes maladies, y compris I'encéphalomyélite, le
diabéte, I'asthme et la carcinogenese. De plus, la TQ pourrait agir comme un radical libre et
un absorbeur de radicaux superoxydes, aussi bien que préserver l'activité de diverses
enzymes anti-oxydantes telles que la catalase, la glutathion peroxydase et la glutathion-S-
transférase. Les impacts de la TQ sur le cancer sont médiés par différents modes d'action,
tels que l'arrét du cycle cellulaire, I'anti-prolifération, I'induction d'apoptose, la génération de
ROS et I'anti-métastase / anti-angiogénése.

Plusieurs études ont prouvé que la TQ est un médicament cytotoxique et génotoxique
puissant sur un large éventail de cellules cancéreuses humaines (Gali-Muhtasib et al., 2006).
Il a été suggéré que la TQ, en tant qu'agent nuisible pour I'ADN, est un producteur
potentiellement réactif d'espéces d'oxygéne (ROS) qui exerce ses effets anticancéreux en

inhibant la croissance cellulaire, arrétant la progression du cycle cellulaire et induisant par la
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Introduction générale

suite une mort cellulaire programmée dite apoptose (Gali-Muhtasib et al., 2008; Worthen et
al., 1998).

Il est apparu alors essentiel de mettre en évidence les impacts moléculaires et cellulaires de
cette molécule sur le ralentissement de la prolifération, I'induction d’apoptose et le stress

oxydatif.

Notre objectif est de tester I'effet de la Thymoquinone a différentes concentrations sur la
viabilité et la mort cellulaire ainsi que le stress oxydatif dans la lignée colorectale humaine

cancéreuse mise en culture.

Ensemble, ces résultats nous permettrons de voir les propriétés de ces différentes
concentrations, d’apporter des éléments pour compléter nos connaissances sur le cancer
colorectal, et de déterminer leur impact sur la biologie de cellules cancéreuses.

Une connaissance plus fine de ces mécanismes d’interaction de la Thymoquinone avec les
molécules de signalisation in vivo pourrait étre importante dans la compréhension des

mécanismes de résistance aux traitements anticancéreux.

Page 2
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Chapitre 1. Revue de la littérature

1.1. Généralités sur le cancer

1.1.1. Définition

Le cancer est considéré comme une maladie génétique liée a I'acquisition progressive de 5 a
10 mutations "conductrices” dans une seule cellule (Stratton et al., 2009). Ces mutations
s’accumulent au cours de la vie par I'action combinée de facteurs génétiques héréditaires et
d’agents mutagénes d’origine exogéne ou endogéne. Le processus conduisant a la
formation d’une tumeur cancéreuse, appelé cancérogenése, est divisée en trois étapes :
l'initiation, la promotion et la progression (Oliveira et al., 2007).

Il a été suggéré que le vaste catalogue de génotypes de cellules cancéreuses est une
manifestation de six altérations essentielles de la physiologie cellulaire qui dictent
collectivement la croissance maligne :

L'autosuffisance des signaux de croissance,

Insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance,

Evasion de la mort cellulaire programmée (apoptose),

Potentiel de réplication illimité,

Angiogeneése,

et invasion tissulaire et métastase (Hanahan and Weinberg, 2000).

1.1.2. Immunité naturelle innée et adaptative et cancer

Le systéme immunitaire peut identifier et détruire les cellules tumorales naissantes dans un
processus appelé immunosurveillance du cancer, qui fonctionne comme une défense
importante contre le cancer. Récemment, les données obtenues a partir de nombreuses
recherches sur des modeles de cancer de la souris et chez des personnes atteintes d'un
cancer offrent des signes convaincants que des types de cellules immunitaires innées et
adaptatives particulieres, des molécules effectrices et des voies peuvent parfois fonctionner
collectivement comme des mécanismes anti-tumoraux extrinséques. Cependant, le systéme
immunitaire peut également favoriser la progression de la tumeur. Ensemble, les actions
d'immunité de protection de I'néte et de promotion de la tumeur sont appelées cancer

immunoediting (Vesely et al., 2011).

1.1.3. Immunoediting

L'immunoediting est le résultat de trois processus qui fonctionnent indépendamment ou en
séquence pour contréler le cancer. Une fois que les cellules normales sont transformées en
cellules tumorales par la combinaison d'oncogénes acquis et de mécanismes suppresseurs

de tumeur intrinséques non résistants, le systéme immunitaire peut fonctionner comme un

Page 3



Chapitrel Revue de la littérature

suppresseur de tumeur extrinséque en éliminant les cellules tumorales ou en empéchant leur
prolifération.

Dans la premiére phase, [I'élimination, préalablement connue sous le nom
d'immunosurveillance du cancer, les cellules immunitaires innées et adaptatives et les
molécules reconnaissent les cellules transformées et les détruisent, ce qui entraine un retour
au tissu physiologique normal.

Cependant, si l'immunité antitumorale est incapable d'éliminer complétement les cellules
transformées, les variantes tumorales survivantes peuvent entrer dans la phase d'équilibre,
ou les cellules et les molécules d'immunité adaptative empéchent I'expansion tumorale.

Ces variantes peuvent éventuellement acquérir d'autres mutations qui entrainent I'évasion
de la reconnaissance, de la destruction ou du contréle des cellules tumorales par les cellules
immunitaires et la progression vers des tumeurs malignes cliniquement détectables dans la

phase d'échappement (Dunn et al., 2002).
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1.2. Cancer colorectal

Chaque année dans le monde, prés d'un million de personnes développent un cancer
colorectal et environ 655 000 personnes décedent des suites de ce cancer. Ces données en
font la seconde cause de décés di au cancer dans le monde (Jemal et al., 2006).
L’épithélium intestinal est composé de cellules capables de proliférer de maniére rapide et
perpétuelle. Ainsi, I'épithélium est en constant renouvellement. Selon le modéle des cellules
souches cancéreuses, les tumeurs malignes seraient issues d’une petite population de
cellules cancéreuses capables d’auto-renouvellement et de pluripotentialité et capables de
l'initiation et du maintien de la croissance tumorale (Boman and Wicha, 2008).

1.2.1. Origine et développement

Le développement du cancer du cblon (CRC) comprend généralement [instabilité
chromosomique (CIN), ce qui conduit & des amplifications et des délétions de gros segments
d'ADN (Ashktorab et al., 2010).

De multiples sources de données indiquent que des composés bioactifs présents dans
différentes plantes médicinales et comestibles puissent empécher la carcinogenése au
niveau du c6lon (Chung et al., 2013).

1.2.2. Instabilités génomiques dans le cancer colorectal

Le développement du cancer colorectal de I'adénome au carcinome peut durer plusieurs
décennies. Les cancers émergent a la suite d’'une accumulation d’altérations génétiques.
Ces altérations permettent la croissance de cellules néoplasiques au phénotype
caractéristique tel que celui décrit parle scientifigue Weinberg (Hanahan and Weinberg,
2000).Les scientifiques Vogelstein et Fearon, quant a eux, ont proposé un modele décrivant
I'évolution de la tumorigenése des cellules colorectales, initiée par la mutation sur le géne de
APC (Adenomatous Polyposis Coli) puis amplifiée par les mutations sur les génes de K-Ras
et p53 (Vogelstein et al., 1989).

L'activité de la télomérase est généralement absente dans les cellules somatiques humaines
alors que dans 90% des cellules tumorales, l'activation de la télomérase empéche le
raccourcissement des téloméres et permet ainsi une capacité de réplication illimitée (de
Lange and DePinho, 1999).

1.3. Thymoquinone
1.3.1. Propriétés chimiques

La thymoquinone ou 2-isopropyl-5-methyl-p-benzoquinone est une poudre cristallisée de

couleur jaune.
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CHs

Thymoquinone

Drug Discovery Today

Figure 1.2 : lllustration de la graine noire de « Nigella sativa » et structure chimique de la TQ
(Schneider-Stock et al., 2014).

1.3.2. Phytochimie de la graine

Les travaux concernant la composition chimique des graines de la nigelle ont révélé la
richesse de ces graines en plusieurs constituants tant de métabolites secondaires que
primaires, dont la teneur varie selon les conditions géographiques et climatiques, ainsi que
les méthodes de caractérisation et d’extraction pratiquées (Bassim Atta, 2003; Sultan et al.,
2009).

La famille des Renonculacées et notamment I'espéce N. sativa ont bénéficié de nombreuses
études phytochimiques. Des échantillons de graines de N. sativa ont été analysés et
caractérisés en termes de propriétés physiques, de minéraux, de composés chimiques et
lipidiques. La présence d’'une diversité de substances naturelles a été montré regroupant des
lipides, des terpenoides, des flavonoides, des alcaloides et des saponines. N. sativa
constitue une importante source de protéines (21%) et de sels minéraux: phosphore,

calcium, magnésium, potassium et sodium.

"Nigella sativa", connu aussi sous le nom de cumin noir, est une plante a fleurs annuelle qui
pousse dans les pays méditerranéens, au Pakistan et en Inde (Gali-Muhtasib et al., 2006).

La thymoquinone (TQ), un composant de 'huile essentielle de graines noires, est connue
pour induire la mort de cellules apoptotiques et le stress oxydatif. Le scientifique Nahed El-
Najjar et ses collaborateurs montrent dans une étude que la TQ a inhibé la prolifération d'un
panel de cellules cancéreuses du cbélon humain (Caco-2, HCT-116, LoVo, DLD-1 et HT-29),
sans étre cytotoxique pour les cellules intestinales normales FHs74Int. Une étude plus
poussée dans DLD-1 a révélé que la mort cellulaire apoptotique et le mécanisme de

I'inhibition de la croissance sont induits par le TQ, comme le confirme la cytométrie en flux, la
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mort cellulaire et I'activation des caspase-3/7. La TQ augmente la phosphorylation de MAPK,
JNK et ERK, mais pas de p38.

Des travaux ont suggéré que des voies de signalisation pro-apoptotiques dans divers
modéles de cancer humain sont induites par la TQ, un composé principal de I'huile de graine
noire (Ocker, 2010).

Le scientifigue Woo et ses collaborateurs ont indiqué que cette molécule présente une action
anticancéreuse par la modulation de plusieurs cibles moléculaires, y compris p53, p73,
PTEN, STAT3, PPAR-g, activation des caspases et génération de ROS. Ses effets anti-
tumoraux ont aussi été étudiés dans des modéles de souris de xénogreffe de tumeur pour le
cancer du codlon, de la prostate, du pancréas et du poumon (Woo et al., 2012a).

Les activités cellulaires induites par la TQ ont été mises en évidence par les voies de
signalisation P53-dépendantes (H. Gali-Muhtasib et al., 2004) et p53 indépendantes (El-
Mahdy et al., 2005; Worthen et al., 1998).

Dans des cellules cancéreuses colorectales humaines de type HCT-116, linduction de
l'apoptose par la TQ implique une régulation positive de I'expression de p53 et de
p2
apoptotique Bcl-2 (H. Gali-Muhtasib et al., 2004).

1WAFLCIPL “an méme temps qu'une régulation négative de I'expression de la protéine anti-

1.3.3. Propriétés pharmacologiques de la TQ

De nombreux travaux ont porté sur I'étude de "Nigella sativa" depuis et durant les années
1960 notamment sur les effets dus aux extraits de la graine, ainsi qu’aux principaux
constituants, surtout la TQ.

1.3.3.1. Propriétés immunostimulantes

Aprés injection d’huile de nigelle chez une souris infectée par un cytomégalovirus, une
diminution de la charge virale et une augmentation simultanée du taux sérique en IFN-y

et en cellules CD4+ ont été observées. Les souris traitées ont dix fois moins de virus que
celles non traitées (Salem and Hossain, 2000).

1.3.3.2. Propriétés antioxydantes

L’activité antioxydante de la graine de nigelle et de ses différents constituants ont été mises
en évidence par des études réalisées in vitro et in vivo.

Etudes in vitro

Le thymol, la thymoquinone et la dithymoquinone, constituants de Nigella sativa, ont un
réle de neutralisant des espéces réactives de I'oxygéne (ERO). Leur activité anti-radicalaire,
vis-a-vis du radical hydroxyle, de I'anion superoxyde, ou encore de I'oxygéne singulet, a été

déterminée par spectrophotométrie et chimioluminescence (Kruk et al., 2000).

Page 7



Chapitrel Revue de la littérature

1.3.3.3. Propriétés antitumorales de la TQ

Les propriétés antitumorales de "Nigella sativa" et de ses constituants ont été montrées in
vitro et in vivo par plusieurs études. Un effet cytotoxique a été observé en étudiant I'action de
I'huile essentielle de "Nigella sativa" sur les différentes cellules cancéreuses humaines.
Propriétés cytotoxiques in vitro

Les effets cytotoxiques observés sur les différentes cellules cancéreuses humaines seraient
dus a l'activation du géne et de la protéine p53 suppresseur de tumeur, et a l'inhibition de la
protéine anti-apoptotique Bcl-2 car ces deux processus bloquent la cellule en phase

G1 du cycle cellulaire, et 8 ce moment soit une réparation, soit 'apoptose est déclenchée
(Salem, 2005).

1.3.4. TQ et cycle cellulaire

La TQ aurait une action sur I'expression des protéines de régulation du cycle cellulaire.ll
existe des points de contrdle dans le cycle cellulaire qui permettent a la cellule de vérifier
gu’aucune modification génétique et structurale n’ait été commise. Deux points de contrdle
majeurs de l'intégrité de I'ADN existent, un a la transition G1-S qui vérifie que la réplication
s’est faite correctement, et un a la transition G2-M qui bloque la ségrégation chromosomique
si la réplication est erronée.

Sur des cellules canines d’ostéosarcome et humaines de cancer du cdlon, I'arrét du cycle en
G1 est lié a une stimulation de la p21, une protéine inhibitrice de kinase cycline-dépendante,
qui est la cible principale de transcription du géne p53.

La cellule reste bloquée en G1 car 'augmentation en p21 inhibe l'activité des kinases
permettant 'avancement dans le cycle cellulaire. (el Daly, 1998; H. Gali-Muhtasib et al.,
2004; H. U. Gali-Muhtasib et al., 2004).

Ces résultats montrent les effets de la TQ dans la prolifération cellulaire et la viabilité a
différents niveaux du cycle cellulaire. La TQ pourrait s’avérer étre utile dans les thérapies
ciblées sur les protéines du cycle cellulaire. Son effet sur la voie de signalisation p53 justifie
les études a venir sur la détermination des différentes cibles moléculaires dans les cancers
humains.

1.3.5. Activité de la TQ sur laréponse immunitaire

L’effet de "Nigella sativa" sur la réponse immunitaire a été évalué pour la premiére fois en
1987 chez des sujets humains volontaires. L’administration de capsules renfermant la
poudre de TQ a entrainé, une augmentation de la population lymphocytaire T helper (CD4)
et a contribué a lamélioration du rapport cellules T helper/cellules T suppresseurs
(CD4/CD8) aprés cing semaines de traitement. Par ailleurs, I'activité des cellules tueuses NK
est augmentée de 30% par la TQ. Il a également été prouvé que I'extrait aqueux de "Nigella

sativa" stimule la réponse lymphocytaire, la production des interleukine-3 et la libération des
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interleukines-1B3. Cela entraine une stimulation de I'activité phagocytaire des macrophages et
des leucocytes polynucléaires (Haq et al., 1995).

A fin de confirmer ses propriétés curatives, de nombreux travaux pour étudier les différentes
activités biologiques des différents extraits de la graine de nigelle sur divers systemes in vitro
et in vivo ont été poussés par des applications thérapeutiques traditionnelles.

1.3.6. Effets chimiopréventifs de la TQ

L'administration orale de la TQ a montré une inhibition du benzo(a)pyréne induit lors de la
carcinogenése de l'estomac (Badary et al., 1999), et de 20-méthylcholanthréne lors de la
tumorigénese du fibrosarcome chez les souris (Badary and Gamal EI-Din, 2001). De plus, la
TQ joue un réle dans la prévention du cancer induit par des produits chimiques grace a sa
capacité anti-oxydante (Woo et al., 2012a).

1.3.7. Effets pro-apoptotiques de la TQ

On a découvert que la TQ provoquait I'apoptose d'une maniére dépendante de la dose et du
temps dans les cellules tumorales colorectales humaines de type HCT116 via la voie
dépendante de p53, cela a aussi été confirmé par l'utilisation d'un inhibiteur spécifique de
p53 (pifithrine-a) (H. Gali-Muhtasib et al., 2004).

D'autre part, linduction de Il'apoptose par la TQ dans les cellules leucémiques
myéloblastiques type HL-60 p53-null par l'activation des caspases 8, 9 et 3, ainsi que
'augmentation du rapport Bax /Bcl-2 a été rapportée par ElI-Mahdy et ses collaborateurs;
Ceci suggeérait que l'effet apoptotiqgue de la TQ est indépendant de p53 (El-Mahdy et al.,
2005). La méme étude a également prouvé que linhibiteur des caspases pourrait inverser
I'apoptose provoquée par la TQ, ce qui confirme que l'activité apoptotique de la TQ dans les
cellules leucémiques est dépendant de 'activation des caspases (El-Mahdy et al., 2005).
1.3.8. Cibles moléculaires de la TQ

Les effets de "Nigella sativa" dans la régulation du métabolisme des glucides, des lipides,
ainsi que son action au niveau cardiovasculaire aboutissent a I'activation de la voie de MAPK
(Mitogen Activated Protein Kinase) (Benhaddou-Andaloussi et al., 2011; Minokoshi et al.,
2002).

Entre autre de la voie de MAPK, la TQ utilise d’autres voies de signalisation anticancéreuses
telles que 'AKT et 'ERK en agissant sur la croissance cellulaire, 'apoptose, 'angiogenése et
le métabolisme protéique (Benhaddou-Andaloussi et al., 2008; Yi et al., 2008).

TQ et régulation de la voie de I’Akt

Une expression réduite ou nulle de l'inhibiteur de I'Akt (également appelée PKB = protéine
kinase B), le PTEN (Phosphatase and TENsin homolog), un géne suppresseur de tumeur
ayant une délétion sur le chromosome 10, est montrée dans la plupart des cancers humains,

par conséquent, I'axe phosphatidylinositol-3-kinase/Akt est fréquemment activé dans les
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cancers. Les substrats impliqués dans la régulation de la survie cellulaire, la progression du
cycle cellulaire, et la croissance cellulaire sont phosphorylés en aval par la protéine kinase
Akt activée; c’est donc une cible de choix dans la thérapeutique anticancéreuse. Des travaux
ont montré que la TQ inhibe la voie de signalisation de I'Akt en induisant une inhibition de la
croissance des cellules cancéreuses, et en provoquant leur apoptose dans les cancers du
sein, de la prostate et méme dans le lymphome des séreuses (Arafa et al., 2011; Hussain et
al., 2011; Yi et al., 2008)

La TQ inhibe également les facteurs de I'angiogenése, en corrélation avec l'inactivation de
Akt et de la voie de signalisation ERK (Extracellular Regulated-Kinase) in vitro sur des
cellules endothéliales de veine ombilicale humaine (Yi et al., 2008).

TQ et voie des MAPK

Il existe trois sous-familles de MAPK (Mitogen Activated Protein Kinase), les ERK, les JNK
(c-Jun N-terminal Kinase) et les p38 kinases. Dans les cellules du cancer du colon, la
production d’ERO active la voie des MAPK (ERK, JNK, mais pas les p38 kinases), ce qui
provoque une apoptose induite par la TQ (El-Najjar et al., 2010).

Growth factors 4

IL-8 Mitogens = fy,~livay,
oo e SRS SE.  OSRgfecer
o111 LLLLLLLARAALAL B LA EET YT ¥ M
'\'u\\'\“l“““v""“‘ """" : e
ARG Chk2 e
" agtoptas™ ! Membrane L
cyte } phospholipid

¢
STAT-3 PI-3K
dip#ce ""“""—"/ / \ Mocue Arachk!onic acid i
oe\o‘“’ X\ Bax PUMA  P-STAT3 Prim/z

wl‘&o° \ \RES \‘J [ NOXA e cannecri {coxrz =TQ
\\.__['\;.JI'{L,-:”" Bok-2 ROS{TQ PfOSt;glandin p—:kl =TQ
' }
/\CY; 3 71(.) p38 Leukotrienes P-1KK
A JNK
TQ Nr‘ ‘ { ppﬁ&x{u
pase Angiogenesis
. \\cas Chk2 G1 arrest TQ=— | Invasion p-{B & laBa
Ny \/‘ ct;,w*” Metastasis e
\N’STQ‘ ) translocated
- 2
Voo Y0g e
-‘Q‘Apop‘w\s ¢ @ I Q/ \;:—.?‘)"
i | B BT, e
/DNA VAW Y L Bela
Do imos $p colt gt 53 G QD = Sh T
mmerapeubc NV ARAR IIVYVWANVYW /WYY
Oxidant sensitive

transcriotional activation

Figure 1.3 : Voies de signalisation et cibles moléculaires de la TQ (Shankar and Srivastava,
2012).
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1.4. Apoptose et cancer

1.4.1. Réles et facteurs déclenchant I’apoptose

L'apoptose, ou mort cellulaire programmée, joue un rdle essentiel dans la survie des
organismes pluricellulaires en les débarrassant des cellules endommagées ou infectées qui
peuvent interférer avec le fonctionnement normal (Portt et al., 2011). L'apoptose est donc
indispensable pour le fonctionnement normal des organismes pluricellulaires. En effet, elle
joue un role essentiel dans le développement, le maintien et le renouvellement tissulaire
(développement embryonnaire, régulation du systeme immunitaire, morphogeneése) et la
destruction des cellules potentiellement dangereuses (Abena et al., 2003; Ségal-Bendirdjian
et al., 2005; Vachon, 2006). Toute dérégulation de ce processus conduit & de nombreux
désordres pathologiques comme les maladies neurodégénératives (exceés de mort cellulaire)
ou le cancer (défaut de mort cellulaire) (Michel, 2003). Il peut étre réglé par de nombreux
modulateurs, y compris certains ions (par exemple le calcium), des génes (par exemple
c-myc, Bcl-2/Bax et Fas), des protéines (par exemple p53, caspases) et méme des organites
(par exemple, les mitochondries, réticulum endoplasmique) (Ulukaya et al., 2011). Parmi ces
régulateurs, les membres de la famille des caspases conduisent a la perte de la structure et
de la fonction cellulaire et, éventuellement, entrainent la mort cellulaire par apoptose
(Gonzalez et al., 2010; Walsh et al., 2008).

L'apoptose est un phénoméne actif et complexe qui fait intervenir une cascade de facteurs et
qui consomme de I'énergie sous forme d’ATP. L'apoptose peut étre due a un déséquilibre de
I'homéostasie cellulaire, comme une forte baisse transitoire de la concentration intra-
cellulaire en ATP (Izyumov et al., 2004). Une certaine concentration en zinc semble prévenir
I'activation de certaines caspases. Ainsi une diminution de cette concentration entraine le
déclenchement de I'apoptose (Seve et al., 2002; Stefanidou et al., 2006). L'apoptose peut
étre induite par de nombreux stimuli différents, tels que les rayons ultraviolets (UV) (Bivik et
al., 2006), les agents de chimiothérapie (Seitz et al., 2010), l'infection par des agents
pathogenes(Wu et al., 2010; Zhang et al., 2011), les biphényles polychlorés (Zhang et al.,
2009), les hydrocarbures aromatiques polycycliques (Solhaug, 2003), les insecticides (Jin et
al., 2013) et des métaux lourds (Pathak et al., 2013).

1.4.2. Modifications morphologiques

Les cellules apoptotiques présentent les mémes caractéristiques particulieres quels que
soient les tissus d'origine. Les cellules apoptotiques montrent un rétrécissement cellulaire
(Kerr, 2002) et une condensation de la chromatine suivie de la fragmentation de I'ADN qui se
termine par une fragmentation de la cellule en corps apoptotiques. Au cours du processus

apoptotique la membrane expose sur sa face externe la phosphatidyl serine signalant ainsi
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son état aux macrophages (Erwig and Henson, 2008), puis elle devient peu a peu
perméable. Au niveau mitochondrial, on observe une baisse du potentiel membranaire due a
la dislocation de la chaine de transport des électrons et du métabolisme énergétique au
niveau du cytochrome C. Cette dislocation est consécutive a l'action de facteurs
apoptotiques ayant pour cible la mitochondrie (Green and Reed, 1998). La libération du
cytochrome C serait un événement précoce de l'apoptose (Bossy-Wetzel, 1998) et
certainement a l'origine de la diminution du potentiel membranaire. Le cytochrome C est

également impliqué dans l'activation des caspases (Green and Reed, 1998).

Le développement harmonieux et la survie de tout organisme multicellulaire résultent d’'un
contrdle précis du nombre de cellules qui le composent grace a un équilibre entre les
phénomeénes de prolifération et mort cellulaires.

L’apoptose (mort physiologique programmée) est due a plusieurs causes intrinséques ou
extrinséques. Parmi ces causes, on cite le stress cellulaire provoqué par 'accumulation des
radicaux libres qui alterent les protéines, les lipides, les glucides et endommagent '’ADN.

En cas de cancer, la cellule cancéreuse s’adapte aux stress cellulaires et active des voies de

signalisation de survie et présente une prolifération permanente (Favier, 1997).

1.5. P53 et cancer

1.5.1. P53 : le cceur de lésions d’ADN

TP53 est I'un des plus célébres génes suppresseurs de tumeurs,il code pour la protéine p53
dont la fonction principale est de répondre au stress cellulaire (Suzuki and Matsubara, 2011).
La protéine p53 a plusieurs fonctions biologiques telles que la régulation du cycle cellulaire,le
métabolisme de I'ADN, la différenciation cellulaire, la réponse immunitaire I'apoptose, la
sénescence et I'angiogenese. D’autres fonctions de p53 ont été rapportées incluant des roles
de transcription, de post-transcription et de post-traduction (Suzuki and Matsubara, 2011).
Les fonctions de base de p53 sont la régulation de I'arrét de la croissance et de I'apoptose
comme revu par les chercheurs Vousden et Prives (Vousden and Prives, 2009).

Il est rapporté que la voie p53 est inactivée dans environ la moitié de tous les cancers
(Soussi and Béroud, 2001).

1.5.2. Fonctions normales de p53

P53 comme détecteur de dommages a I'ADN

L'une des caractéristiques les plus importantes des tumeurs malignes est linstabilité
génétique. P53 joue un réle important dans des systémes de détection de dommages a
'ADN et de réparation du génome. Pour répondre aux dommages a I'ADN, p53 provoque

soit I'arrét du cycle cellulaire soit I'apoptose (Hanahan and Weinberg, 2000).
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Toledo et ses collaborateurs ont démontré que des souris ayant une p53 mutée n'ont pas la
capacité d'induire l'arrét du cycle cellulaire, mais conservent la capacité a induire I'apoptose,
et donc de supprimer efficacement les tumeurs induites par I'oncogéne (Toledo et al., 2006),
Ce qui suggeére que la fonction pro-apoptotique de p53 peut jouer un rdle plus important

dans ses effets anti tumoraux que dans l'induction de l'arrét du cycle cellulaire.

1.5.3. P53 et apoptose

De nombreux rapports ont décrit le mécanisme par lequel p53 induit I'apoptose. Comme p53
fonctionne principalement comme un facteur de transcription, il est important d'explorer les
géenes régulés par p53 qui contribuent a la régulation de I'apoptose. Les premiéres études
ont montré que la p53 de type sauvage (Wilde Type WT) peut se lier a la région du
promoteur du gene Bax et réguler la transcription de ce géne (Miyashita et al., 1994;
Miyashita and Reed, 1995). Bax est un membre de la famille Bcl-2, qui forme des
hétérodiméres avec Bcl-2, inhibant son activité (Oltvai et al., 1993). La famille des protéines
Bcl-2 joue un réle important dans l'apoptose et le cancer (Cotter, 2009; Yip and Reed, 2008).
Par exemple, Bcl-2 contrdle la libération du cytochrome ¢ & partir des mitochondries, ce qui
active la voie apoptotique en activant la caspase 9. La caspase 9 active alors la caspase 3
effectrice (Suzuki and Matsubara, 2011).

L’expression de Bcl-2 est modifiée dans plusieurs cancers humains, y compris le cancer du
cblon et de I'estomac (Ayhan et al., 1994; Hague et al., 1994; Krajewska et al., 1996).

1.5.4. Cancers humains et mutations de p53

Plus de 26 000 données de mutations somatiques de p53 apparaissent dans l'agence
internationale de recherche sur le cancer "International agency for research on cancer
(IARC)" TP53 version de base de données R14 (Petitjean et al., 2007).

Le gene TP53 codant la protéine p53 a une fréquence de mutation qui varie de ~ 10%
(malignités hématopoiétiques) a 50-70% (tumeurs colorectale, de la téte, du cou et
ovarienne) (Brosh and Rotter, 2009). Le syndrome de Li-Fraumeni est provoqué par la
mutation germinale de TP53, c'est un syndrome de cancer familial incluant le cancer du sein,
le sarcome des tissus mous et divers autres types de cancer (Malkin et al., 1990).

La majorité des mutations TP53 entrainent des mutations au sein de la liaison d'ADN dans
les cancers humains, ce qui empéche la p53 de transcrire ses genes cibles.

Cependant, le mutant p53 conduit & une perte de la fonction normale de la protéine de type
sauvage qui a un role de suppresseur de tumeur et peut méme exercer des effets favorisant
le cancer (Brosh and Rotter, 2009).Wolf et ses collaborateurs ont publié le premier rapport
de ce gain de fonction par le mutant p53 était I'observation que la transfection de p53 mutant

dans des cellules p53-null améliore la formation de tumeur chez la souris (Wolf et al., 1984).
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1.6. Stress oxydatif

1.6.1. Définition

Le stress oxydatif est communément défini comme un déséquilibre entre les systémes
oxydants et les capacités antioxydantes d’un organisme, d’'une cellule ou d’'un compartiment
cellulaire (Barouki, 2006), il se produit dans la cellule quand la concentration des espéces
réactives excéde les capacités antioxydantes de cette cellule (Roberts and Sindhu, 2009).
Ainsi, le stress oxydant est la conséquence d’'une augmentation dans la génération des
espéces réactives et /ou d’'une défaillance dans les systémes antioxydants (Roberts and
Sindhu, 2009) a cause soit d’un déficit nutritionnel en antioxydants comme les vitamines ou
aux anomalies génétiques responsables d'un mauvais codage d'une protéine soit
enzymatiquement antioxydante, soit synthétisant un antioxydant soit régénérant ce dernier.
La plupart des maladies induites par le stress oxydant apparaissent avec l'age car le
vieillissement augmente la production mitochondriale de radicaux et diminue les défenses
antioxydantes (Sohal et al., 2002).

Le dommage oxydatif cellulaire est une caractéristique clé de la Iésion cellulaire et tissulaire
(Blair, 2008; Floyd, 1990; Spatz and Bloom, 1992; Valko et al., 2006, 2007) et est médiée
par la production de radicaux libres et d'especes réactives d'oxygéne (ROS), qui se lient a,
réagissent et attaquent plusieurs composants cellulaires, en formant des métabolites réactifs
d'oxygéne actif (Blair, 2008; Floyd, 1990; Spatz and Bloom, 1992; Valko et al., 2006, 2007).
Une cible de ROS primaire est les acides gras polyinsaturés associés a la membrane
cellulaire, et lI'attaque ROS conduit a la peroxydation lipidique et a I'endommagement de la
structure et de l'activité cellulaires (Blair, 2008; Valko et al., 2006, 2007). Dans des
conditions normales, plusieurs mécanismes antioxydants sont opérationnels, et agissent
pour maintenir l'intégrité et la fonction cellulaire, qui comprennent la superoxyde dismutase
(SOD), la glutathion peroxydase (GPx) et la catalase (CAT) comme enzymes
détoxifiantes/antioxydantes et le métabolite non enzymatique de faible poids moléculaire
réduit le glutathion (GSH) (Valko et al., 2007).

Un déséquilibre entre la formation de métabolites réactifs de I'oxygene et leur balayage par
des antioxydants, également appelé stress oxydatif, (Papas, 1996) a été suggéré de jouer un
réle important dans plusieurs états pathologiques, y compris la carcinogenése (Floyd, 1990;
Spatz and Bloom, 1992; Valko et al., 2006).

Un certain nombre de rapports ont souligné l'importance des indicateurs pro et anti-oxydants,
comme marqueurs de chimioprévention pour de nombreux cancers, par des composés
naturels et synthétiques (Arivazhagan et al., 1999; Balasenthil et al., 2000; Devasena et al.,
2006; Ghadi et al., 2009; Lii et al., 1998). Il s'agissait hotamment de la TQ un élément
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abondant de I'extrait d'huile de graines noires, qui a été proposé comme prometteur non
toxique, anticancéreux et agent antioxydant (Woo et al., 2012b; Worthen et al., 1998).
Fonctionnellement, la TQ a été montré pour empécher des tumeurs chimiguement induites,
(Gali-Muhtasib et al., 2008b) et comme agent anticancéreux en raison de son prétendu effet
anti-prolifératif, (H. U. Gali-Muhtasib et al., 2004) sa capacité d'arrét du cycle cellulaire, (H.
Gali-Muhtasib et al., 2004; H. U. Gali-Muhtasib et al., 2004) et ses effets pro-apoptotiques
(Arafa et al., 2011; H. Gali-Muhtasib et al., 2004). La TQ agit également comme éliminateur
de radicaux libres, en particulier le scavenger d'oxydes d'anions superoxyde, (Badary et al.,
2003) par lequel la TQ aurait antagonisé les effets indésirables résultant de niveaux élevés
de ROS dans ces troubles (Sankaranarayanan and Pari, 2011; Sayed-Ahmed et al., 2010).
Les modeéles de rat expérimentaux ont démontré I'effet anticancéreux de la TQ sur le cancer
du célon, (Gali-Muhtasib et al., 2008b) un processus a plusieurs étapes, dans lequel les
radicaux oxygéne jouent un réle décisif lors des phases d'initiation, de promotion et de
progression (Portt et al., 2011).

De plus, il existe une relation entre la production excessive de radicaux libres dans
'organisme a l'origine du stress oxydatif et I'inflammation (Lin and Karin, 2007; Reuter et al.,
2010). En effet, l'initiation et la progression du cancer ont été associées au stress oxydatif
induisant des dommages de I'ADN ou en augmentant les mutations de I'ADN, l'instabilité du
génome et la prolifération cellulaire (Visconti and Grieco, 2009). Des études plus récentes
ont prouvé qu’en plus d'induire une instabilité génomique, les espéces réactives de |'oxygéne
peuvent spécifiguement activer certaines voies de signalisation et contribuer ainsi au
développement de la cellule cancereuse a travers la régulation de la prolifération cellulaire,
l'angiogenése et la métastase (Storz, 2005).

Cependant, le cancer est maintenant considéré généralement comme une maladie évitable
(Anand et al., 2008). En effet, seulement 5 a 10% des cancers sont de cause héréditaire,
tandis que le reste soit 90 a 95% est lié au style de vie et a I'environnement (Anand et al.,
2008). Les infections chroniques, l'obésité, les radiations, le tabac, I'alcool, les polluants
environnementaux et le régime alimentaire riche en calories ont été reconnus comme des
facteurs de risque les plus courants du cancer (Aggarwal et al., 2009). Tous ces facteurs de

risque sont liés au cancer a travers l'inflammation (Aggarwal et al., 2009).

1.6.2. Relation entre production des radicaux libres a l'origine du stress

oxydatif, inflammation et cancer
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Le stress oxydant résultant du déséquilibre créé par la production excessive des especes
réactives de l'oxygéne (ROS) est considéré comme étant impliqué de facon critique dans le
processus normal de vieillissement, mais aussi dans le développement et la progression de
diverses pathologies humaines dont les cancer (Becker et al., 2014). Les especes réactives
de l'oxygene sont impliquées dans les différentes phases de la tumorigenése. Par
conséquent, cibler des facteurs de et des transcription des voies redox-sensibles, est trés
prometteur pour la prévention et le traitement du cancer. De nombreux agents ont été
identifiés et peuvent interférer avec les voies de signalisation cellulaire redox (Fang et al.,
2009; Surh et al., 2005; Virgili and Marino, 2008).

Les cellules normales sont hypersensibles aux espéces réactives de I'oxygéne (ROS) si elles
ne sont pas suffisamment protégées par des mécanismes antioxydants pouvant conduire a
la formation de tumeur (Figure 1.3). En revanche, Les cellules cancéreuses ont des
mécanismes antioxydants objets d'une régulation (glutathion, SOD, catalase, et autres) qui
les protégent contre les espéeces réactives de I'oxygéne, comme on peut I'observer dans le
cas de la radiorésistance par exp (Reuter et al., 2010).

Q Normal cells

(Hyposensitive) (Hypersensitive)

ROS

Figure 1.4 : Modéle de la sensibilité des cellules normales contre les cellules cancéreuses a

des espéces réactives de I'oxygéne (Bayala, 2014).

Les premieres expériences sur le role des especes réactives de I'oxygéne dans l'initiation de
la tumeur ont supposé que le stress oxydatif joue le role d'agent endommageant I'ADN, ce
qui augmente efficacement le taux de mutation dans les cellules et par conséquent du

pouvoir de transformation oncogénique (Jackson and Loeb, 2001) . Par ailleurs, des études
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plus récentes ont prouvé qu’en plus dinduire une instabilité génomique, les espéces
réactives de I'oxygéne peuvent spécifiqguement activer certaines voies de signalisation et de
contribuer ainsi au développement de la tumeur a travers la régulation de la prolifération

cellulaire, I'angiogenése et la métastase (Storz, 2005).

Les cytokines libérées par les cellules tumorales et les cellules immunitaires/inflammatoires
peuvent soit favoriser le développement de la tumeur et la survie des cellules cancéreuses
soit exercer des effets anti-tumoraux. L'inflammation chronique se développe par l'action de
différents médiateurs de l'inflammation, comprenant TNF-a, IL-6 et IL-17, ce qui conduit a
I'élimination de limmunité anticancreuse et l'accélération de la progression tumorale.
Cependant, TRAIL a travers l'induction directe de I'apoptose des cellules tumorales, IL-10, a
travers des effets anti-inflammatoires et IL-12, a travers l'activation de cellules NK et CTLs
I'expression de médiateurs cytotoxiques, peuvent conduire a la suppression tumorale. Les
multiples actions de IL-23 et de TGF-B (cytotoxique dans les cellules du cancer du célon, et
ayant a la fois des effets positifs et négatifs sur le microenvironnement tumoral) expliquent
leur double réle dans le développement tumorale (Lin and Karin, 2007).

En conclusion, le passage de la cellule normale a la cellule cancéreuse correspond a
'acquisition de propriétés caractéristiques : prolifération incontrélée, envahissement des
tissus adjacents, colonisation d’organes a distance, instabilité génétique et déréglement du
systéeme immunitaire.

Au cours des travaux visant a identifier les effets de substances naturelles sur I'inhibition de
la prolifération et I'induction d’apoptose, la Thymoquinone, une huile naturelle de Nigelle a
été identifiée.

Ces travaux, ont montré cette huile présente une activité considérable contre la prolifération
cellulaire accompagnée de I'induction d’apoptose ainsi comme étant un antioxydant efficace.
A partir de ces données, la TQ apparait comme une molécule privilégiée de thérapie

anticancéreuse.
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Objectifs des travaux

L’'objectif de mes travaux de mémoire a été de mieux comprendre l'impact de la

Thymoquinone a différentes concentrations sur la croissance tumorale et le stress oxydatif
dans la lignée cancéreuse colorectale.
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Chapitre 2. Matériels & méthodes

2.1. Introduction

La Thymoquinone (TQ), principal constituant actif de I'huile essentielle de graines noires,
présente des effets prometteurs contre les maladies inflammatoires et le cancer.

Cette molécule module les voies de signalisation qui sont essentielles a la progression du cancer
et améliore le potentiel anticancéreux des médicaments cliniques tout en réduisant leur

effets secondaires toxiques (Schneider-Stock et al., 2014).

2.2. Préparation de laTQ

2.3. Dissociation de la biopsie du cancer colorectal
Une partie d’'une biopsie d’'un cancer solide colorectal d’'un patient a été ramenée du Centre
Hospitalier Universitaire de Tlemcen (CHU).

Une fois au laboratoire, un lavage de la biopsie a été effectué avec de I'eau physiologique stérile.

Trypsinisation

Les cellules cancéreuses ont été incubées toute une nuit sous des conditions physiologiques a
37°C + 5% CO; (Figure 2.2).
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2.5. Etude de I’apoptose en présence de la TQ

Viabilité cellulaire

2.6. Etude du stress oxydatif

2.7. Analyses statistiques

Les comparaisons des données quantitatives ont été réalisées par le test non paramétrique

de Kruskal-Wallis a l'aide du logiciel SPSS. Lorsque p-value est inférieure a 0.05, la

différence est statistiquement significative.
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Chapitre 3. Résultats & Interprétations

Le cancer colorectal est un carcinome, qui se développe aux dépens des tissus de revétement, il
est d0 a plusieurs déreglements génétiques et métaboliques cellulaires, La Thymoquinone (TQ)
est un composé d’une huile naturelle « Nigella Sativa » présentant des propriétés antiproliférative
et pro-apoptotique dans plusieurs types de cancer. Dans notre étude, on a essayé d’étudier son
impact sur l'apoptose (mort cellulaire programmée) et le stress oxydatif dans des cellules

canceéreuses colorectales issues de biopsies chirurgicales.
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Chapitre 4. Discussions

Le cancer colorectal est parmi les cancers les plus mortels, c’est 'un des cancers les plus
diagnostiqués. La grande majorité des patients morts atteints de ce cancer est causée par
les métastases de tumeur qui sont une conséquence d'un taux élevé d’invasion cellulaire
(Gali-Muhtasib et al., 2007).

De ce fait, des composés naturels ont étés mis en évidence pour réduire la prolifération du
cancer colorectal tels que la Thymoquinone.

La Thymoquinone (TQ) est le principal constituant bioactif qui dérive de la plante médicinale
« Nigella sativa ». Des études récentes ont rapporté que la TQ pourrait inhiber la prolifération
de plusieurs lignées cellulaires cancéreuses (Banerjee et al., 2010).

L’objectif de nos travaux a été de bien comprendre I'effet antiprolifératif, pro-apoptotique et

anti ou pro-oxydant de la TQ dans la lignée cancéreuse colorectale humaine.

CONFIDENTIEL
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Chapitre 5. Conclusions & perspectives

Les effets des substances naturelles sur les cancers ont fait I'objet de nombreux travaux.
Parmi ces substances on cite la Thymoquinone (TQ), un constituant major de I'huile naturelle
de la graine noir « Nigella sativa », identifiée comme étant une molécule antiproliférative et
antioxydant dans de nombreuses lignées cancéreuses.

Cependant, les mécanismes moléculaires de l'interaction de cette huile naturelle sur une
lignée tumorale restaient mal décrits.

Au cours de mes travaux jai essayé de comprendre I'impact de la TQ sur la survie,
I'apoptose et le stress oxydatif de la lignée colorectale cancéreuse.

Le message principal de I'ensemble de ces travaux est que la TQ serait une molécule
antiproliférative efficace au niveau des cellules cancéreuses.

En perspectives de mes travaux, je propose des recherches plus approfondies pour
déterminer les voies de signalisation activées ou inhibées en présence de la TQ qui induirait

la réduction de la croissance et la survie tumorale dans différents cancers.
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