TLEMCEN N° D’ORDRE ﬁ}(

Biomolim

République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
UNIVERSITE de TLEMCEN
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I'Univers
Département de Biologie

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie

MEMOIRE
Présenté par

BENAISSTI Mahmoud Idris

En vue de 'obtention du
Diplédme de MASTER

En Immunologie

Théme

Effet de metformine sur 'immuno-métabolisme des monocytes en co-culture avec

les cellules cancéreuses du sein

Soutenu le 09 juillet 2017, devant le jury composé de :

Président SMAHI Mohamed Chems eddine Ismat Professeur
Encadreur ARIBI Mourad Professeur
Examinatrice BRAHAMI Nabila MCB
Examinatrice HAMMOUDA Linda MAA

09/07/2017



TLEMCEN N° D’ORDRE ﬁ}(

Biomolim

République Algérienne Démocratique et Populaire

Ministere de 'Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique
UNIVERSITE de TLEMCEN
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie et Sciences de la Terre et de I'Univers
Département de Biologie

Laboratoire de Biologie Moléculaire Appliquée et d'Immunologie

MEMOIRE
Présenté par

BENAISSTI Mahmoud Idris

En vue de 'obtention du
Diplédme de MASTER

En Immunologie

Théme

Effet de metformine sur 'immuno-métabolisme des monocytes en co-culture avec

les cellules cancéreuses du sein

Soutenu le 09 juillet 2017, devant le jury composé de :

Président SMAHI Mohamed Chems eddine Ismat Professeur
Encadreur ARIBI Mourad Professeur
Examinatrice BRAHAMI Nabila MCB
Examinatrice HAMMOUDA Linda MAA

09/07/2017



Résumé Al

Résumé

Introduction : Le cancer du sein est considéré comme une prolifération incontrélée des
cellules qui stimulent les éléments de systéme immunitaire y compris les monocytes qui
peuvent jouer un double rble soit dans I'élimination ou la progression des cellules
cancéreuses, ainsi que plusieurs molécules peuvent avoir un effet immuno-modulateur sur

cette pathologie y compris la metformine.

Objectif : Etudier I'effet de la Metformine sur les monocytes co-cultives avec des cellules

cancéreuses du sein par des dosages de certains parametres biochimiques.

But: Montrer I'effet de la Metformine sur 'immunométabolisme des monocytes co-cultivés

avec des cellules cancéreuses du sein.

Matériels et méthodes : les cellules cancéreuses récupérées a partir des biopsies d'une
patiente atteinte de cancer du sein ont été mises en co-culture avec les monocytes
autologues en présence et en absence de différentes concentrations de metformine, les
surnageants et les lysats de culture ont été récupérés afin d’effectuer les dosages de

glucose, de calcium et de cholestérol.

Résultats : la metformine a entrainé une augmentation significative de taux de glucose
intracellulaire dans les monocytes, les cellules cancéreuses ainsi que dans la co-culture. Le
calcium a été significativement augmenté chez les monocytes traité par la metformine, tandis
que, le metformine a induit une diminution de calcium intracellulaire et par contre aucun effet
n'a été observé dans la co-culture. Concernant le cholestérol, la metformine n’a entrainé
aucun effet significatif dans les monocytes et la co-culture, tandis que dans les cellules

cancéreuses, le cholestérol a été significativement augmenté a une dose de 5 mM.

Conclusion : notre étude ex-vivo a montré que la Metformine a un effet anti-tumoral sur les

cellules cancéreuses du sein.

Mots clés : cancer du sein, metformine, monocytes, glucose, cholestérol, calcium.



Abstract AV

Abstract

Introduction: Breast cancer is an uncontrolled proliferation of cells that stimulate immune
system elements including monocytes that can play a dual role either in the elimination or
progression of cancer cells, as well as several molecules can have an immunomodulatory

effect on this pathology including metformin.

Objective: Study the effect of Metformin on monocytes co-cultured with breast cancer cells

by measurement of biochemical parameters.

Aim: To show the metformin effect on immunometabolism monocytes co-cultived with breast

cancer cells.

Materials and methods : The cancer cells recovered from the biopsies of a patient with
breast cancer were co-cultured with autologous monocytes in the presence and absence of
differents concentrations of metformin, Supernatants and culture lysates were recovered for

glucose, calcium and cholesterol assays.

Results: Metformin induce a significant increase in intracellular glucose levels in monocytes,
cancer cells and in the co-culture. Calcium was significantly increased in monocytes treated
with metformin, while metformin induced a decrease in intracellular calcium and, on the other
hand, no effect was observed in the co-culture. In cholesterol, metformin produced no
significant effect in monocytes and co-culture, while in cancer cells, cholesterol was

significantly increased at a dose of 5 mM.

Conclusion: Our ex-vivo study showed that Metformin has an anti-tumor effect on breast

cancer cells.

Key words: breast cancer, metformin, monocytes, glucose, cholesterol, calcium.
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Introduction

Introduction

Le cancer est une maladie caractérisée par une prolifération cellulaire incontrdlée, et
gui résulte suite a des altérations génétiques et epigénétiques des cellules normales ce qui
lui confére une résistance au traitement médicale et une insensibilité aux signaux
apoptotiques(Croce, 2008). Ces altérations touchent également une variété des fonctions
cellulaires telles que le métabolisme de glucose(Annibaldi and Widmann, 2010) et la

signalisation calcique (Stewart et al., 2015)

Parmi les types de cancer qui prévalent dans le temps présent, Il y a le cancer du
sein qui touche une grande proportion des femmes dans le monde entier (Wu et al., 2017)
Cette tumeur maligne non contagieuse est considérée comme le cancer le plus fréquent
chez la femme avec plus de 800 000 nouveaux cas annuels dans le monde (Saglier, 2009) ,
en Algérie Son incidence ne cesse d’augmenter d’année en année , ce qui fait de Iui un

véritable probléme de santé publique. (Henouda, 2015)

par ailleurs ,La reconnaissance des antigénes exprimés par les cellules tumorales
conduit au déclenchement de divers réactions assurées par les cellules de systéme
immunitaires tells que les monocytes. (Cavaillon 2011) (N.A Espinoza-Sanchez, et al ; 2017)
qui sont des cellules myéloides présentes dans la circulation sanguine pendant ['état
d'équilibre (K.J Brempelis et I.N Crispe, 2016) et qui sont capables d'infiltrer les tissus ou

elles vont assurer différents réles (P.ltaliani et D.Boraschi, 2014)

Récemment, plusieurs études ont montré que la metformine un médicament anti
diabétiqgue oral, (Queiroz et al. 2014) posséde un effet antiprolifératif sur les cellules
cancéreuses médié par des voies de signalisation dépendantes et indépendantes de
FAMPK (Daugan et al. 2016).

Ainsi le but de ce travail est d’étudier in vitro l'effet de la metformine sur le
métabolisme de glucose, la signalisation calcique des cellules cancéreuses en co-culture
avec les monocytes ainsi que son influence sur la sécrétion des cytokines par ces cellules

immunitaires.



Chapitre 1. Revue de la littérature

Chapitre 1. Revue de la littérature
1.1. Cancer du sein
1.1.1. Epidémiologie

Le cancer du sein est une tumeur maligne de la glande mammaire, c’est le cancer le
plus fréquent chez la femme et touche prés de 53000 femmes chaque année (OMS ; 2011).
Une femme sur 12 en sera atteinte a un moment de sa vie et il représente la premiere
cause de mortalité féminine dans la tranche d’age de 35 a 55 ans (Moss, 1997). A I'échelle
mondiale, lincidence du cancer du sein semble plus forte dans les pays industrialisés
(Ferly et al., 2002), et les taux les plus élevés sont constatés en Europe de I'Ouest, aux
Etats-Unis et au Canada. En Algérie, le cancer du sein est le cancer le plus fréquent avec

11000 nouveaux cas chaque année (Henouda, 2015).

1.1.2. Facteurs pronostiques

Les éléments de pronostic du cancer du sein sont de plusieurs ordres :

cliniques, histologiques et biologiques.

1.1.2.1. Facteurs cliniques

1.1.2.1.1. La classification TNM

Plus la connaissance des tumeurs s’améliore, plus 'hétérogénéité s’accentue. Il est
nécessaire de pouvoir regrouper les tumeurs en groupes homogeénes sur un plan
pronostique et thérapeutique. La classification TNM proposée par Pierre Denoix a le
mérite de répondre a ces exigences. Elle a été retenue comme base de classification par le
comité de nomenclature et de statistique de 'UICC (Union Internationale Contre le Cancer)
(Broeders et al., 2000). Elle est basée sur le principe de [lextension anatomique
déterminé par la clinique et I'histopathologie. A la base du systéme T (tumor-tumeur), N
(nodes-ganglions), M (metastasis-métastases) il y a l'idée de coder lextension locale,
régionale et générale. D’une fagcon générale, on associe a ces trois lettres des chiffres (dont
la valeur augmente quand la gravité augmente) qui varie de 0 a 4 pour le T, de 0 a 3 pour le

N, et sont soit 0 soit 1 pour le M. Cela conduit a un grand nombre de possibilités TNM.

1.1.2.1.2. L’age

L’age est le facteur de risque le plus important du cancer du sein, avec une
courbe d’incidence monotone augmentant de 30 a 70 ans. Les cancers survenant
avant 50 ans représentent 15 a 20% des cancers du sein. A taille égale, le cancer du sein

est beaucoup plus agressif chez une femme jeune que chez une femme ménopausée.
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1.1.2.1.3. Le délai de prise en charge

Le retard de prise en charge thérapeutique assombrit nettement le pronostic. Une
méta-analyse de 87 études, a révélé que les patientes pour lesquelles ce délai était
supérieur a 3 mois avaient un taux de survie de 12 % inférieur a celui des femmes prises
en charge plus rapidement (Richards et al., 1999). Il faut souligner la fréquence du
diagnostic tardif dans notre pays, en effet une grande proportion des cancers
diagnostiqués est des formes localement évoluées, avec une taille moyenne de 50 mm et

une patiente sur cing présente des métastases lors du diagnostic.

1.1.2.2. Facteurs anatomopathologiques

1.1.2.2.1. Le type histologique

En général, le type histologique n’est pas un critére utilisé en pratigue, méme si |l
est reconnu que certains types histologiques sont de meilleurs pronostics tels que : les

carcinomes lobulaires, mucineux (colloides) et médullaires.
1.1.2.2.2. La taille tumorale

Elle est liee a l'envahissement ganglionnaire méme si a statut ganglionnaire
identique, 'augmentation de la taille tumorale est associée a un pronostic défavorable
(Carter et al., 1989). Une taille tumorale supérieure a 2 cm représente un facteur de

mauvais pronostic.
1.1.2.3. Facteurs biologiques

Le cancer du sein touche majoritairement les femmes (seulement 1% des cancers
du sein concerne les hommes). L'cestrogeéne est la principale hormone associée au
développement du cancer du sein car les cellules de la glande mammaire y sont
sensibles. Sécrétée par les ovaires et les adipocytes, elle stimule le développement du

tissu mammaire et favorise ainsi la prolifération de cellules tumorales.

1.1.2.3.1. Facteurs hormonaux endogénes

Une ménarche précoce (avant 13 ans) et une ménopause tardive (aprés 55 ans)
augmentent la durée d’exposition globale aux cestrogénes durant la période d’activité
génitale. Elles sont associées a une augmentation du risque de développer un cancer du
sein (Sancho-Garnier. 2007).

1.1.2.3.2. Facteurs hormonaux exogénes

La contraception hormonale est considérée comme un facteur de

risque de cancer du sein (Nkondjock et Ghadirian ; 2005).

3
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1.1.2.3.3. Facteurs génétiques
1.1.2.3.3.1. Risque familial

L’'antécédent familial de cancer du sein est un facteur de risque majeur de

cancer du sein (Saglier et al., 2003).

1.1.2.3.3.2. Risque génétique

Une femme sur 500 serait porteuse d’'une anomalie au niveau d’'un ou plusieurs
genes de prédisposition familiale au cancer du sein. Les cancers d’origine génétiques liés
aux mutations des génes BRCA1 ou BRCAZ2 représentent environ 5% des cancers du
sein (Saglier et al.,2003). Ces génes sont des genes suppresseurs de tumeur et ont un

rble dans le contréle du développement des cellules malignes (Sparano et al.,2012).

La transmission de la mutation est autosomique dominante, elle doit étre recherchée

lorsque plusieurs cas de cancer du sein sont diagnostiqués dans une méme famille.
1.1.2.3.3.4. Facteurs environnementaux
L’alcool

La consommation d’alcool augmente le risque de cancer du sein de fagon linéaire
avec la quantité absorbée (Sparano et al., 2012). La prise d’alcool est associée a une
augmentation du taux d’cestrogéne et réduit la disponibilité de certains éléments
nutritionnels essentiels connus qui ont un réle protecteur dans la survenue de |ésions

cellulaires, tels que la vitamine A,B et C.
Le tabac

La fumée du tabac est une importante source de substances carcinogénes.
Pourtant, la cigarette n’est pas considérée comme un facteur de risque établi du cancer du

sein (Sparano et al., 2012).
1.1.3. Le systéme immunitaire et cancer du sein

Le systéme immunitaire peut jouer un double r6le dans le cancer du sein soit en
inhibant ou en favorisant la progression de cellules cancéreuses (Criscitiello et al., 2014;
Emens, 2012) suite a un processus appelé « cancer immunoediting », ce processus
compote trois phases : (1) I'élimination, ou les cellules cancéreuses sont éliminées suite a
une immunosurveillance; (2) I'équilibre, ou les cellules transformées sont contr6lées mais ne
sont pas complétement éliminées; Et (3) I'échappement, ou les modifications des cellules

tumorales forment la progression de la maladie (Dushyanthen et al., 2015).
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Elimination

Genetic instability/tumor heterogeneity
Immune selection

Figure 1.1. Les trois étapes de I'immunoediting (Dunn et al. 2002).

1.1.3.1. Phase d'élimination

Suite a lintervention des cellules immunitaire innées et adaptative tell que les
macrophages, NK, NKT, TCD8, TCD4 et a la présence des cytokines inflammatoire, le systeme
immunitaire reconnu avec succes et tue les cellules tumorales, Ou bien il réduit les
complications de la tumeur et empécher le développement de la tumeur (Dunn, Old, and
Schreiber., 2004).

la phase d'élimination du processus d

Pimmunoediting (Dunn, Old, and Schreiber 2004). (A) l'initiation de la réponse, dans
laquelle les cellules de I'immunité innée reconnaissent la tumeur naissante. (B) La
guantité initiale d'IFNy produit déclenche une cascade de réactions immunitaires innées qui
entrainent une mort de cellules tumorales. (C) Les événements d'immunité innée imposent
la réponse adaptative; et Les cellules tumorales tuées en raison de l'augmentation des
activités cytotoxique des cellules NK et les DC migrent vers le ganglion lymphatique pour
présenter I'antigéne (Ag) aux cellules T CD4+ et CD8+ naives, (D) L'intervention des TCD4+ et
TCD8+ et I'élimination des cellules tumorale. Cellules tumorales (bleu), les cellules non
transformées (gris), cellules cancéreuses mortes (blanc) (Dunn, Old, and Schreiber 2004).
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1.1.3.2. Phase d'équilibre

Les cellules tumorales sont sous la dormance fonctionnelle par les cellules
immunitaires. Au cours de cette phase, les cellules tumorales sont exposées a une pression
immunosélective, ce qui conduit éventuellement a la sélection de variantes
immunorésistantes. En outre, linflammation favorisant les tumeurs conféere ['activité
immunosuppresseur au microenvironnement de la tumeur. En conséquence, les cellules
tumorales évitent finalement le contr6le par le systéme immunitaire (Kyohei Nakamura et
Mark J Smyth ; 2017).

Dans ce stade, le systeme immunitaire utilise sa pleine capacité afin d'identifier et
d’éliminer les cellules cancéreuses par les cellules immunitaires telles que les TCD4, TCD8
et NK, mais certaines cellules cancéreuses peuvent avoir une immunoresistance contre
I'immunodetection, et dans ce cas le systéme immunitaire reste en état d’équilibre avec la
tumeur (Bockel et al. 2017).
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Figure 1.3. Un modeéele proposé pour la phase d'équilibre du processus de
I'immunoediting (Bockel et al. 2017).

1.1.3.3. La phase d'échappement

La phase d’échappement représente I'échec de systéme immunitaire a éliminer les
cellules tumorales qui développent certains mécanismes pour échapper au contrble
immunitaire (Vesely et al.,, 2011), parmi ces mécanismes : la régulation négative du
complexe majeur d'histocompatibilité (MHC) ou I'incapacité a produire un antigéne tumoral
(Monjazeb et al., 2013), I'expression d’inhibiteurs d’apoptose (Bcl-XL et FLIP), ou PDL-1,
FasL et HLA-G qui induisent 'apoptose des lymphocytes T. En plus, les cellules tumorales
peuvent sécréter des facteurs inhibant les fonctions effectrices des cellules immunitaires
comme (TGF-B, IL-10, VEGF, LXR-L, IDO, gangliosides, or soluble MICA) ou le recrutement
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des cellules régulatrices qui générent un environnement immuno-suppressif (IL-4, IL-13, GM-
CSF, IL-1B, VEGF, or PGE2) (Vesely et al., 2011).
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Figure 1.4. Mécanismes d’échappement des cellules tumorales (Vesely et al., 2011).

1.2. Monocyte et cancer du sein
1.2.1. Généralités

Les monocytes sont des cellules myéloides dérivées de la moelle osseuse qui
circulent dans le sang pendant I'état d'équilibre (K.J Brempelis et I.N Crispe, 2016). Les
monocytes circulants donnent lieu & une variété de macrophages résidants les tissus dans
tout le corps, ainsi que des cellules spécialisées telles que des DC et ostéoclastes (S
Gordon et P.R. Taylor, 2005).

La morphologie des monocytes matures dans la circulation périphérique est
hétérogénes, ces cellules constituent ~5-10% de leucocytes de sang périphérique chez
I'hnomme, ils varient en taille et ont différents degrés de granularité et de morphologie
nucléaire variée, qui aux extrémes de variation peuvent entrainer une confusion avec les
granulocytes, les lymphocytes, les cellules tueuses naturelles et les cellules dendritiques.
(S.Gordon et P.R. Taylor, 2005)

1.2.2. Origine de développement de monocytes

L'origine des monocytes est la moelle osseuse, ils sont produits a partir d'un
progéniteur myéloide commun qui est partagé avec les neutrophiles et ils sont ensuite sortis

dans le sang périphérique ou ils circulent pendant plusieurs jours avant d’étre recrutés dans
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les tissus et de reconstituer les populations de macrophages tissulaires. (S Gordon et P.R.
Taylor, 2005).

Les progéniteurs des macrophages et des précurseurs des cellules dendritiques
(MDP) sont définis comme lignage négatif (Lin-), CD117+ (également connu en tant
que KIT), CD135+ (également appelé FLT3) et CSF1R+. Ils donnent naissance a des
monocytes, des macrophages et des cellules dendritiques. Un précurseur de monocyte
supplémentaire potentiel, appelé le progéniteur monocytaire commun (cMoP), a été identifié
(M.S Rahman, et al ; 2017).

Le développement et la survie des monocytes dépendent de la stimulation des
colonies Facteur 1 (CSF1, également connu sous le nom de M-CSF) et son
récepteur CFS1R (également appelé CD115). L’hématopoiése embryonnaire et adulte a
I'état stationnaire entraine un développement des monocytes a partir de précurseur
myéloides trouvées dans les organes lymphoides primaires, y compris foie fcetal et moelle

osseuse. (M.S Rahman, et al;2017).
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Figure 1.5. Origine des monocytes et macrophages et leur développement (Wright and
Binger 2017).

1.2.3. Classes des monocytes

Au départ, les monocytes humains ont été classés en deux sous-ensembles,
mais ils ont été séparés en trois sous-ensembles en fonction des critéres fonctionnels et
transcriptionnels avec lidentification d'un sous-ensemble intermédiaire. L'expression de
surface de CD14 et CD16 est utilisée pour délimiter les trois Sous-ensembles de
monocytes humains: classique (CD14 ++ CD16- ou CD14 + CD16-), intermédiaire (CD14
++ CD16 + ou CD14 + CD16 +) et non classique (CD14 + (dim) CD16 ++ ou
CD14dimCD16 +) (K.J Brempelis et I.N Crispe, 2016).
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Les monocytes étaient initialement identifiés par leur forte expression de CD14
(qui fait partie du récepteur du lipopolysaccharide). Toutefois, l'identification ultérieure de
l'expression différentielle des marqueurs antigéniques a montré que les monocytes dans le
sang peériphérigue humain sont hétérogenes, et cela a fourni les premiers indices aux
activités physiologiques différentielles des sous-ensembles de monocyte. (S.Gordon et
P.R. Taylor, 2005).

Tableau 1.1. Les sous-ensembles de monocytes dans le sang (M.S Rahman, et al ;
2017).

Monocytes Les marqueurs de surface communs utilisés pour différencier les sous-
_ ensembles
Classiques CD14"" CD16™" CD43"" cD62L* HLA-DR""
Non low high high ; _phigh
classique CD14 CD16 CD43 CD62L HLA-DR
Intermédiaire | CD14"%" CD16"" CD43™ CcD62L™ HLA-DR™

CD: Cluster of differentiation; HLA: human leukocyte antigen; int: intermediate.

La population intermédiaire représente probablement un développement
progressif du monocyte classique aux monocytes non classiques, délimitant ainsi une
population par les niveaux d'expression pour ces marqueurs. Cependant, certains auteurs
considérent que les monocytes intermédiaires et les monocytes non classiques forment
une seule population, bien que les différences phénotypique et expression génique entre
ces populations ont été rapportées. (S.Gordon et P.R. Taylor, 2005).

1.2.4. Fonctions des monocytes

Le rble physiologique des sous-ensembles de monocytes in vivo n'est pas
entierement défini, ils pourraient avoir différents rdles au cours I'homéostasie, la défense
immunitaire/infammation et la réparation des tissus, en termes de capacité a devenir
activés et sécréter des cytokines inflammatoires en réponse a différents stimuli, traitement
et présentation de l'antigéne, proangiogénique et le comportement de patrouille (P.ltaliani et
D.Boraschi, 2014).

Les stimulants pro-inflammatoires, métaboliques et immunitaires suscitent un
recrutement accru de monocytes en périphériques, ou leurs différenciation en
macrophages et en cellules dendritiques, contribuant a la défense de I'héte et au

remodelage des tissus. (S.Gordon et P.R. Taylor, 2005).

En termes généraux, les monocytes classique et intermédiaire ont des
propriétés inflammatoires qui rappellent les monocytes de Ly6C murins (également appelés

“inflammatoires”), alors que les monocytes non classiques présentent des propriétés de



Chapitre 1. Revue de la littérature

patrouille semblables a celles des monocytes Ly6C murin (également appelés
monocytes "alternatifs”) (P.Italiani et D.Boraschi, 2014).

Le sous-ensemble de monocytes CD14+ CD16+ pourraient étre des précurseurs
des cellules dendritiques, qui peuvent traverser les tissus et migrer aux ganglions
lymphatiques & travers les vaisseaux lymphatiques afférent (S.Gordon et P.R. Taylor,
2005).

Les monocytes inflammatoires expriment des niveaux élevés de récepteur de
chimiokines CCR2 et de faibles niveaux de récepteur de chimiokine CX3CR1, tandis que les
monocytes de patrouille présentent un modeéle inverse. En conséquence, les monocytes
inflammatoires répondent au chimiokine CCL2 qui sert de médiation au recrutement de
monocytes Ly6C / CD14 a des sites inflammatoires, alors que les monocytes de
patrouille répondent au chimiokine CX3C Ligand 1 [CX3CL1], une chimiokine présente a la
fois comme protéine soluble et comme membranaire forme de chimiokine qui est exprimé

sur les cellules endothéliales et dans les tissus. (P.ltaliani et D.Boraschi, 2014).

1.2.5. Monocyte et cancer du sein

L'inflammation chronique affecte profondément [initiation et la progression du
cancer. Les monocytes circulants sont continuellement attirés vers les sites inflammatoires
dans lesquels ils se différencient en macrophages qui aident & maintenir le processus
inflammatoire, créant ainsi une boucle positive. (N.A Espinoza-Sanchez, et al ; 2017).

Les cellules immunitaires impliquées dans l'inflammation de la tumeur comprennent
les macrophages associées aux tumeurs (TAM) une sorte de macrophage M2, de
neutrophiles, les lymphocytes, les cellules dendritiques et les mastocytes. Le macrophage
est I'une des principales populations de cellules impliquées dans réponse inflammatoire.
(S.Deng, et al; 2012).

Les macrophages associés aux tumeurs TAM sont différenciés a partir
monocytes sous linduction des cytokines M-CSF, IL-4, IL-13 et IL-10. En outre, les
cellules tumorales secrétent aussi des cytokines et chimiokines telles que IL-10, CSF-1,
CXCL1 et CCL2 qui peuvent activer les voies de signalisation NF-kB et STAT3 et permettre
aux monocytes de se différencier en macrophages associés aux tumeurs TAM, qui
expriment fortement [1L-10, Arg-1 et faiblement I'lL-12 définissant le phénotype M2 des
macrophages. (S.Deng, et al ; 2012). Ces derniéres jouent un rdle important dans la

progression des cancers et des métastases (Ding L., et al ; 2015).

10
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1.2.6. L’infiltration des monocytes vers la tumeur

Les monocytes s’infiltrent dans le tissu tumoral et se différencient en
macrophages, qui sont des acteurs clés de la réglementation des métastases, car elles
apportent leur soutien a I'extravasation, la survie et la croissance des cellules cancéreuses
métastatiques. (L.Cassetta, J.W Pollard, 2015). Les monocytes inflammatoires classiques
et leurs macrophages dérivés favorisent la métastase tumorale, alors que les cellules T
CD8+ et les NK inhibent la croissance tumorale (L.Cassetta, JW Pollard, 2015). Dans
les modeéles de cancer du sein, les monocytes inflammatoires sont également recrutés
via le CCL2-CCR2 vers des sites métastatiques ou ils favorisent I'extravasation de cellules
cancéreuses et la survie. (L.Cassetta, J.W Pollard, 2015). Les monocytes patrouilles dans
des conditions stables sont localisés dans la microvasculature de différents organes via le
CX3CL1-CXC3R1, ou ils patrouillent les capillaires et éliminer les débris et les particules
cellulaires (L.Cassetta, J.W Pollard, 2015).
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Figure 1.6. Les Différents mécanismes sous-tendent le recrutement de monocytes
classiques et non classiques dans la région tumorale périvasculaire (Lee et al. 2013).

La capture et lenroulement initial des monocytes classiques est médiée
principalement par l'interaction transitoire de CD62L, qui est présente sur les monocytes
classiguesainsi que sur les cellules endothéliales enflammées. Aprés infiltration, les
monocytes classiques se différencient généralement en macrophages M1. Cependant, dans
le microenvironnement tumoral, ils sont polarisés et se différencient en macrophages M2
par IlL-4, IL-10 et IL-13. En revanche, en conditions de repos, les monocytes non
classiques patrouillent des tissus sains par un raid a longue distance sur I'endothélium en

repos. Lorsque les monocytes non classiques atteignent ['endothélium enflammé,

11
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l'interaction CX3CR1/CX3CL1 favorise l'adhérence rapide et forte de ces cellules a
l'endothélium enflammé et déclenche l'extravasation des monocytes non classiques dans la

région périvasculaire de la tumeur (Lee et al. 2013).

1.3. La metformine

1.3.1. Définition de la metformine

C’est un médicament anti-diabétique oral (Queiroz et al. 2014) , La metformine,
ou bien le 1,1-diméthylbiguanide, provient de lalcaloide galegine ou de lisoamyléne
guanidine, elle appartient a la famille des biguanides (Witters 2001) et il est le plus
utilisé pour controlé 'hyperglycémie au cours de diabéte de type 2, et il a été mise en
marché pour la premier fois en 1979 en France sous le nom de glucophage. Il a également
recu un grand succés depuis plus de 40 ans dans le traitement du diabete de type 2
d'aprés ce que le rend considérée comme le traitement de premiére intention chez la
plupart des diabétiques de type 2, en particulier chez les patients en surpoids ou
obéses, pour son efficacité et pour sa faible capacité a provoquer des hypoglycémies
(Foretz and Viollet 2009, 2).

1.3.2. Historique de la metformine

La premiéere découverte de la metformine était sous la forme d'une plante appelée
Galega officinalis en 1920, elle a été utilisée dans le traitement du diabéte en général, mais
apres le développement de la science, elle est devenu utilisée sous le nom de
glycophage en Europe et les Etats-Unis depuis 1957, pour le traitement le diabéte de
type 2 sous la structure chimique suivante : Deux groupes méthyle sur une chaine

latérale de guanide (diméthylbiguanide). C4H11N5 (Pernicova and Korbonits 2014).

1.3.3. La durée de vie de la metformine dans PPorganisme (la Pharmacocinétique)

La metformine n'est pas métabolisée, elle est excrétée et inchangée dans l'urine,
avec une demi-vie de 5 h, la moyenne de la clairance rénale (CLr) est de 510+120
ml/min. La sécrétion tubulaire active dans le rein est la principale voie d'élimination de la
metformine. Ce médicament est largement distribué dans les tissus du corps, y compris
l'intestin, le foie et les reins par des transporteurs de cations organiques. Il existe une
grande variabilité interindividuelle dans la pharmacocinétique de la metformine mesurée par
des différences des concentrations plasmatiques de la metformine a I'état stable allant de
54 &4 4133 ng/ml. (Gong et al. 2012).

12
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1.3.4. L’effet de metformine

La metformine a un effet pléiotropie, y compris la réduction de la proportion de
labsorption dans les intestins et stimule également la consommation de glucose au
niveau des muscles, elle contribue également a [’augmentation des récepteurs

membranaires propre a I’insuline (Sokolovska et al. 2010).

1.3.5. La metformine et les cellules cancéreuses du sein

La metformine peut moduler le métabolisme du glucose et les acides gras, qui sont
essentiels a la formation du précurseur de phospholipides de diacylglycérol. Des
chercheurs ont examiné l'effet de la metformine sur le taux d'accumulation de PtdCho dans
les cellules cancéreuses du sein, ils ont constaté que le traitement des cellules
cancéreuses du sein avec de la metformine induit des changements profonds dans
métabolisme des phospholipides (Smith and Phyu 2016).

1.3.6. La metformine et le system immunitaire

Dans l'activation de 'AMPK, la metformine peut inhiber les voies pro-inflammatoires,
qui peuvent jouer un rble important dans linitiation et la promotion de la carcinogenése,
Dans le microenvironnement de la tumeur, la metformine inhibe la synthése de nombreuses
cytokines pro-inflammatoires telles que le TNF, l'interleukine-6, l'interleukine-8 (Takemura et
al. 2007). Ainsi, la metformine peut aussi stimuler les cellules immunitaires et plus
particulierement les lymphocytes T, qui sont responsables d'une réponse cytotoxique
contre les cellules cancéreuses (Eikawa et al. 2015), diminuer le nombre de LTreg
immunosuppresseurs (Memmott et al. 2010), elle est aussi capable de bloquer la
polarisation des macrophages de type M2 via la voie AMPK , Cette immuno-modulation
des réponses immunitaires innées et adaptatives confére une protection contre la
croissance tumorale (“Metformin Prevents Cancer Metastasis by Inhibiting M2-like

Polarization of Tumor Associated Macrophages” 2015).

1.3.7. L’effet de metformine sur le cycle cellulaire

La metformine conduisant a la répression de la prolifération cellulaire par arrét
du cycle cellulaire par l'activation de p53 ou réduction des cyclines G1, en particulier de la
cycline D1 (Fujihara et al. 2015), En fait, l'activation de I'AMPK par la metformine conduit
a la régulation positive de p53 et sa phosphorylation a Serl5. En conséquence, la
metformine induit une autophagie dépendant de p53 et une sénescence cellulaire,
permettant aux cellules cancéreuses de survivre au stress énergétique (Vazquez-Martin et

al. 2009), Il a été également constaté que le traitement par la metformine entraine une
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diminution de l'expression de la protéine Cyclin D1, conduisant a une inhibition dose-
dépendante de la prolifération sans induire lapoptose. Cet effet cytostatique de la
metformine est lié a un blocage de la transition GO & G1 dans la cellule suite au déclin de la
cycline D1 (Sahra et al. 2008).

1.3.8. Mécanisme d’action de la metformine

A) Chez les diabétiques

Il est généralement connu que la metformine a un effet hypoglycémiant et renforce
Iaction de linsuline sur les cellules, ainsi elle stimule I'utilisation du glucose par le muscle.
Elle est capable d’améliorer la stéatose hépatique en inhibant la synthése lipidique et
en augmentant l'oxydation des acides gras. Des études récentes suggérent que la
metformine exerce ses effets bénéfiques sur le métabolisme en diminuant la charge

énergétique intracellulaire (Foretz and Viollet 2009, 2).
B) Chez les cancéreux :

En 2016, plusieurs résultats confirment la notion d'action directe et indirecte de la
metformine sur les cellules cancéreuses. Dans ce contexte, des mécanismes indépendants
de 'AMPK et indépendants de 'AMPK ont été décrits, susceptibles de coexister et d'interagir
(fig 01) (Daugan et al. 2016) ;
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Figure 1.7. Action directe et indirecte de la metformine sur le foie et la cellule cancéreuse
(Daugan et al. 2016).
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Ainsi, des études pharmaco-épidémiologiques rétrospectives sur des patients
diabétiques suggérent que la metformine prolonge la survie de certains types de cancer du
sein, alors qu'elle n'a pas d'effet substantiel sur le cancer du sein triplement négatif. La
metformine améliore I'hnoméostasie systémique du glucose, ce qui réduit le taux d'insuline.
Cependant, elle peut également cibler les cellules cancéreuses directement en se liant au
complexe | dans la chaine respiratoire mitochondriale, en supprimant ainsi la
phosphorylation oxydatif. En outre, la metformine induit une carboxylation réductrice du
carbone dérivé de la glutamine dans les cellules cancéreuses ce qui atténue le métabolisme
mitochondrial des éléments nutritifs et augmente leur dépendance a I'égard de la glycolyse.
(M.Bizjak, 2017).

La metformine a montré une augmentation de la phosphorylation ’AMPK, conduisant
a une inactivation en aval du facteur transcripteur TORC2 avec une diminution de la
néoglucogenése hépatique découlée. L'activation de I'AMPK induite par la metformine
conduit a un effet inhibiteur sur mTOR, fournissant un potentiel anti tumoral direct.
(P.J.Goodwin, 2008).

Dans notre étude, Les résultats indiquent que la metformine a un effet anti-tumoral

sur les cellules cancéreuses en co-culture avec les monocytes autologues.

4.2. Effet de la metformine sur le calcium

La voix de signalisation du calcium est essentielle pour le fonctionnement des
cellules du systéeme immunitaire dont les monocytes et particulierement dans le cycle
cellulaire et la sécrétion des interleukines (Mahé et al., 1991), le calcium joue un réle
important dans la phase de croissance des cellules cancéreuses, Ceci est en aidant les
cellules dans la carcinogénése, comme la transformation de cellules normales en cellules
cancéreuses, l'invasion et la métastase , Les cellules cancéreuses ont besoin de calcium, en
particulier dans le cycle cellulaire aux transition G1/S et G2/ M pour continue sa proliférations
(Parkash and Asotra 2010) (Prevarskaya et al. 2014).

Dans notre étude, la metformine a induit une augmentation de concentration de
calcium intracellulaire des monocytes, ce qui explique son effet activateur sur les monocytes.
Dans les cellules cancéreuses le taux de calcium intracellulaire a été diminué par rapport au
contrOle. Ce résultat s’accord avec I'étude de J Yang et al (Yang et al. 2015), qui montrent
gue la metformine induit une diminution de calcium intracellulaire qui favorise par la suite

'apoptose.
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4 3. Effet de la metformine sur le cholestérol

Le cholestérol est un lipide non soluble de la famille des stérols, il est un constituant
membranaire essentiel qui entoure la cellule, Il est également responsable du maintien de la
rigidité de la membrane cellulaire et la diffusion latérale des lipides et des protéines, c’est
pour ¢a il posséde la capacité d’assurer le recrutement des monocytes sur la surface
endothéliale enflammée (Saha et al. 2017), (Durstine 2006)

Beaucoup d'études ont montré qu'il existe une relation proportionnelle positive entre
le taux de cholestérol et la progression tumorale (Pommier et al. 2010), et les résultats de
ces études suggerent que le cholestérol accélére et améliore la formation de la tumeur et

aussi facilite la formation de 'angiogenése (Llaverias et al. 2011).

Dans notre étude, Les résultats indiquent qu’il n’y a pas une différence significative
en présence de Met par rapport au contrble, en revanche, le niveau du cholestérol des
cellules cancéreuses a été augmenté a une concentration de 5 mM de Met ce qui pourrait
avoir un effet pro-tumoral et par contre, en co-culture, la metformine a entrainé une
diminution de taux de cholestérol, ce qui explique I'effet anti-tumoral établie par monocytes

sur les cellules cancéreuses.
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Chapitre 5. Conclusion

Conclusion

Plusieurs études épidémiologiques récentes suggérent fortement un effet favorable
de la met dans la réduction du risque de survenue des cancers, ainsi des recherches
cliniques sont en cours chez des femmes, avant ou aprés la ménopause, en particulier dans

le cancer du sein, et pourraient conduire a des nouvelles indications de la met.

Un autre aspect intéressant, il a été suggéré récemment que la metformine pourrait
étre employée comme adjuvant en complément d’'une chimiothérapie dans le cancer du sein,
Il'y a plusieurs chercheurs, y compris S. Jiralerspong et ses collaborateurs qui montrent que

le traitement par metformine améliore le taux des réponses immunitaire contre le cancer.

D'apres les résultats que nous avons obtenus grace a cette recherche établie au niveau du
laboratoire BIOMOLIM de l'université de Tlemcen, nous avons conclus que la metformine a

un effet anti-tumoral en modulant le métabolisme cellulaire pour éliminer la cellule tumorale.

En termes de perspective diverses expériences seront entreprises dans le but d’étudier
d'une fagon approfondie le devenir du glucose et calcium et cholestérol au niveau

intracellulaire.
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Résumé

Introduction : Le cancer du sein est considéré comme une prolifération incontrolée des cellules qui stimulent les éléments de
systeme immunitaire y compris les monocytes qui peuvent jouer un double réle soit dans I'élimination ou la progression des
cellules cancéreuses, ainsi que plusieurs molécules peuvent avoir un effet immuno-modulateur sur cette pathologie y compris la
metformine.

Objectif : Etudier I'effet de la Metformine sur les monocytes co-cultivés avec des cellules cancéreuses du sein par des
dosages de certains paramétres biochimiques.

But: Montrer I'effet de la Metformine sur I'immunométabolisme des monocytes co-cultivés avec des cellules cancéreuses du
sein.

Matériels et méthodes : les cellules cancéreuses récupérées a partir des biopsies d’une patiente atteinte de cancer du sein ont
été mises en co-culture avec les monocytes autologues en présence et en absence de différentes concentrations de
metformine, les surnageants et les lysats de culture ont été récupérés afin d’effectuer les dosages de glucose, de calcium et de
cholestérol.

Résultats : la metformine a entrainé une augmentation significative de taux de glucose intracellulaire dans les monocytes, les
cellules cancéreuses ainsi que dans la co-culture. Le calcium a été significativement augmenté chez les monocytes traité par la
metformine, tandis que, le metformine a induit une diminution de calcium intracellulaire et par contre aucun effet n’a été observé
dans la co-culture. Concernant le cholestérol, la metformine n’a entrainé aucun effet significatif dans les monocytes et la co-
culture, tandis que dans les cellules cancéreuses, le cholestérol a été significativement augmenté a une dose de 5 mM.

Conclusion : notre étude ex-vivo a montré que la Metformine a un effet anti-tumoral sur les cellules cancéreuses du sein.

Mots clés : cancer du sein, metformine, monocytes, glucose, cholestérol, calcium.

Abstract

Introduction: Breast cancer is an uncontrolled proliferation of cells that stimulate immune system elements including
monocytes that can play a dual role either in the elimination or progression of cancer cells, as well as several molecules can

have an immunomodulatory effect on this pathology including metformin.

Objective: Study the effect of Metformin on monocytes co-cultured with breast cancer cells by measurement of biochemical
parameters.

Aim: To show the metformin effect on immunometabolism monocytes co-cultived with breast cancer cells.

Materials and methods : The cancer cells recovered from the biopsies of a patient with breast cancer were co-cultured with
autologous monocytes in the presence and absence of differents concentrations of metformin, Supernatants and culture lysates
were recovered for glucose, calcium and cholesterol assays.

Results: Metformin induce a significant increase in intracellular glucose levels in monocytes, cancer cells and in the co-culture.
Calcium was significantly increased in monocytes treated with metformin, while metformin induced a decrease in intracellular
calcium and, on the other hand, no effect was observed in the co-culture. In cholesterol, metformin produced no significant
effect in monocytes and co-culture, while in cancer cells, cholesterol was significantly increased at a dose of 5 mM.

Conclusion: Our ex-vivo study showed that Metformin has an anti-tumor effect on breast cancer cells.
Key words: breast cancer, metformin, monocytes, glucose, cholesterol, calcium.
waida

ady Ll (U el Cajmyy L Lls alladl 8 8l 51 ot ol 5 ey Cum g oSatl (K Y S L LSS 5 i) e LA s 0 3k b (b el rAadia
Tolaally e Lo G s Lo 13 5o Ll 3 el Ay gla il jhaa) (a5 Lo (e Ball 2 (ol Al e pn) Al (e gl anb e sed 0 Boke
o) aa dpeliall

il el LAY e o 5l Apalal DAY Ao liall ) dglee e (e siinall sale il il gl

sl Al Aol LA 25a 5 3 A pudl WDUAD e cppay siisall il G 3 1 &l

o B Siudl (5 il Blail¥) 48y yla g g slall ¢ 55l by g daad jall ddaad) aay (il Gl ey Abeadlly Lalal) Al judl ALY Jlalinly i (@okallg 3 gall
Ayl ca iy all adil assdll pall (e sl Baa s LA #1000 Lad laaays A LhE 5 LA Al e Baliall dal (e (ges Jany (A daildapull DAY
ey siiaall Bale (e Ailita ) 38 i Lgiallaa 5 aal s Ja s 6 o5l Anlal LSRN 5 il ,udl LAY 55 o3 o5 (g sl ssilY)

gl (e Al jull LAY wie Ao 5aS 55 L ey sl 3ol (sl e ALYl JAA il e a3 JOA a Lgdde Lloans il il ol ;g ll)
Sl Al e Jay e 138y e aall (g slall <gall 3 jalay Al e sacbiadd) ol (e p saallSI @lBlgin) o Qi) e el Ll LS ¢l g 2 o andll 5 558 sl
L gl Ul Balian Bale (o (e sl ) Ao el

LSRN a2l @l o 5lal (¥ cillee e a1 oSl ol el Cum ¢ S an aMe i el s saall 3ala () (5 iall Cunall 138 il AaadAl)
Al )



