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ii Résumé 

 Résumé 

Introduction : Les biguanides notamment la metformine (Met), a fait l’objet de recherche très 

intense sur le cancer. Aussi, le sélénite de sodium (Ss) pourrait immunomoduler les activités 

des cellules mononuclées, telles que les monocytes-macrophage. Comprendre les 

changements des niveaux des cytokines produites par les monocytes traités, avec la Met et/ou 

le Ss au cours de la leucémie aiguë lymphoblastique T (LAL-T) pourrait être d’une importance 

capitale pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Objectif : Déterminer le rôle de la Met combiné ou non au Ss dans le cadre d’une étude 

mécanistique, ex vivo sur le profile cytokinique des monocytes issu de LAL-T. 

But : Montrer que la Met et le Ss pourrait immunomoduler l’activité du monocyte vers un profil 

tueur, anti-tumoral dans LAL-T. 

Matériels et méthodes : Des monocytes, isolés à partir du sang périphérique du patient atteint 

de LAL-T, ont été mis en culture et traité par la Met  seul ou en combinaison avec le Ss. 

Résultat : la Met a induit une augmentation hautement significative de la production de 

l’interleukine 1 beta (IL-1β), tandis qu’aucune différence significative n’a été observée par 

l’interféron-gamma (IFN-γ), le tumor necrosis factor-alpha (TNFα), IL-6 et IL-10. De même le 

traitement du monocyte par le Ss seul ou en association avec la Met n’as pas induit un 

changement de maniéré significative de l’ensemble des cytokines. 

Conclusion : la Met agirait spécifiquement sur l’expression de l’IL-1β monocytaire au cours 

de la LAL-T. Ainsi, le Ss s’avèrerait avoir un effet notable sur l’action de la MET durant cette 

pathologie. 

 Mots clé : cytokines, leucémie aigue lymphoblastique T, monocytes, metformine, sélénite de 

sodium. 

 



 

 

iii Abstract 

Abstract  

Introduction: The biguanides including metformin (Met), has been the subject of very intense 

research on cancer. Also, sodium selenite (Ss) could immunomodulate the activities of 

mononuclear cells, such as monocyte-macrophage. Understanding the changes in cytokine 

levels produced by treated monocytes, with Met and / or Ss during acute lymphoblastic 

leukemia T (LAL-T) could be of paramount importance for the development of new therapeutic 

strategies. 

Objective: To determine the role of Met combined or not with Ss in a mechanistic ex vivo 

study, on the cytokine profile of monocytes derived from acute lymphoblastic leukemia T. 

Aim: To show that Met and Ss could immunomodulate monocyte activity towards a killer, anti-

tumor profile in acute lymphoblastic leukemia T. 

MATERIALS AND METHODS: Monocytes, isolated from the peripheral blood of the patient 

with T-cell acute lymphoblastic leukemia, were cultured and treated with Met alone or in 

combination with Ss. 

Result: Met induced a highly significant increase in interleukin 1 beta (IL-1β) production, 

whereas no significant difference was observed with interferon-gamma (IFN-gamma), tumor 

necrosis factor-alpha (TNFα), IL-6 and IL-10. Similarly, treatment of monocyte with Ss alone 

or in combination with Met did not induce a significant change in all cytokines. 

Conclusion: Met would specifically act on the expression of IL-1β produced by monocyte 

during LAL-T. Thus, Ss would have a significant effect on the action of MET during this 

pathology. 

Key words: cytokines, acute lymphoblastic leukemia T, monocytes, metformin, sodium 

selenite. 
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 ملخص

 

وأيضا ( ، موضوع بحث مكثف للغاية في مجال السرطان. Met: مركبات البيجونيد بما في ذلك الميتفورمين )مقدمة

( تحوير مناعيا أنشطة الخلايا وحيدات النواة ، مثل وحيدات النواة البالعة. إن فهم التغيرات Ssالصوديوم ) يستطيع سيلينيت،

 Tخلال سرطان الدم الليمفاوي الحاد Ssو / أو  Metفي مستويات السيتوكينات التي تنتجها وحيدات النواة المعالجة ب

LAL-T  قصوى لتطوير استراتيجيات علاجية جديدة.يمكن أن يكون ذا أهمية 

في اطار دراسة ميكانيكية خارج الجسم الحي على الملف  Ssمجتمعة أو لا مع  Metتحديد دور  الغاية من الدراسة:

 .Tالسيتوكيني لوحيدات النواة المستمدة من سرطان الدم الليمفاوي الحاد 

يمكن لهما ان يعدلان مناعيا نشاط وحيدات النواة نحو صورة قاتلة ومضادة للورم في  Ssو Metلإظهار أن  الهدف:

 .Tسرطان الدم الليمفاوي الحاد 

تم زراعة وعزل وحيدات النواة المستمدة من الدم المحيطي لمريض مصاب بسرطان الدم الليمفاوي الحاد  المواد والطرق:

 الصوديوم. سيلينيتحدها أو بالاشتراك مع ،وبعد ذلك عالجنها بالميتفورمين وTللخلايا 

و  TNFα)  ،IL-6في حين لم يلاحظ أي اختلاف كبير مع  IL-1β في حدوث زيادة كبيرة في إنتاج  Metتسبب  النتيجة:

IL-10 ) وبالمثل ، فإن علاج وحيدات النواة معSs  فقط أو بالاشتراك معMet .لم يحدث تغييرا كبيرا في جميع السيتوكينات 

يكون له تأثير  Ss. وبالتالي، فإن LAL-Tخلال  IL-1βعلى وجه التحديد على التعبير عن  Metسوف يعمل  الخلاصة:

 خلال هذه الأمراض. METكبير على عمل 

 ، سيلينيوم، ميتفورمين.Tأحاديات النواة، السيتوكينات، سرطان الدم الليمفاوي الحاد  :الكلمات المفتاحية 
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Introduction 

La LAL-T représente entre 10 et 15% des hémopathies malignes avec un taux 

d'incidence standardisé à la population mondiale inférieur à 6/100 000 habitants/an (Doumbia 

et al., 2016). Récemment, les données obtenues à partir de nombreuses études ont démontré 

le rôle de système immunitaire dans LAL-T (Vardiman et al., 2009). Ce rôle est caractérisé par 

une ambivalence, de sorte que le système immunitaire peut non seulement éradiquer les 

cellules malignes mais aussi favoriser la progression tumorale (von Au et al., 2016), par la 

sélection clonale des cellules cancéreuses (Mohme et al., 2017) et la création d’un 

microenvironnement pro-tumoral et immunosuppresseur (Plitas et al., 2016). 

Les monocytes sont une population hétérogène des cellules mononucléaires 

sanguines, impliquées dans la réponse inflammatoire (Rahman et al., 2017) et le maintien de 

l’homéostasie tissulaire (Hadadi et al., 2016). Ces cellules représentent 10% des cellules 

immunitaires infiltrant les LAL-T (Gingras et al., 2015). Selon leurs polarisations, leurs types 

(sous ensemble) ainsi que les conditions présentes dans le microenvironnement tumorale les 

monocytes peuvent soit inhiber (Ziegler-Heitbrock et al., 2010) soit favoriser la prolifération 

tumorale (Noy and Pollard, 2014) ; par la sécrétion des cytokines pro-inflammatoire et Anti-

inflammatoire tel que l’Interleukine-1β, Tumor Nécroses Factor-alpha, l’Interleukine-6, 

l’Interféron gamma et l’’Interleukine-10. 

  Le Ss un oglio élément largement présent dans la nature. Grace à son action 

antioxydante, le Se pourrait jouer un rôle protecteur au cours des phénomène physiologique 

et le développement de certaine maladie tel que le cancer (Vinceti et al., 2017). 

La Met, un diméthylbiguanide de synthèse, est utilisée pour la première fois en 1958, 

et est aujourd'hui considérée comme le médicament de premier choix pour le traitement du 

diabète de type 2 utilisé par environ 125 millions de personnes dans le monde (Triggle and 

Ding, 2017).  Des progrès récents ont révélé que ce médicament, en plus de son action 

hypoglycémiante, pourrait être prometteur pour cibler spécifiquement les différences 

métaboliques entre la signalisation métabolique normale et anormale. Elle exerce son effet 

anti-tumorale soit indirectement, en interférant avec les voies de signalisation de l’insuline ou 

directement sur les cellules tumorales, par divers voies de signalisation dépendantes ou non 

de l’AMPK ; Les connaissances acquises en disséquant les principaux mécanismes par 

lesquels la Met agit peuvent nous aider à développer de nouveaux traitements (Pernicova and 

Korbonits, 2014). 



Introduction  

 

L’objectif de notre étude est de déterminer le rôle de la Met combiné ou non au Ss dans le 

cadre d’une étude mécanistique, ex vivo sur le profile cytokinique des monocytes issu de LAL-

T, avec le but de montrer que la Met et le Ss pourrait immunomoduler l’activité du monocyte 

vers un profil tueur, anti-tumoral dans LAL-T.



 

 

1 Chapitre 1. Revue de littérature 

 

Chapitre 1 

Revue de littérature 

1. Leucémie aigue lymphoblastique T et immunité anti-tumorale 

1.1. Leucémie aigue  

Les leucémies aiguës (LA) constituent un groupe hétérogène d’hémopathies malignes 

caractérisées d’une infiltration et une prolifération dans la moelle osseuse, le sang et les tissus, 

de cellules hématopoïétiques immatures que l’on appelle les blastes. Il s’agit d’une maladie 

grave qui entraîne la mort en quelques semaines en l’absence de traitement (Vardiman et al. 

2009)(Jean-Marc, 2015). Ils représentent entre 10 et 15% des hémopathies malignes avec un 

taux d'incidence standardisé à la population mondiale inférieur à 6/100 000 habitants/an 

(Doumbia et al. 2016) et un âge de survenue qui varie selon le type de leucémie (Vardiman et 

al., 2009) Chez l’enfant, les leucémies aiguës myéloïdes (LAM) sont rares et surviennent avant 

l’âge de 2 ans ou après 15 ans. À l’inverse, La leucémie aiguë lymphoblastique (LAL) est le 

cancer le plus fréquent chez les enfants et représente environ un quart de tous les cancers 

chez les sujets de moins de 15 ans (Torpy et al., 2009) et elle est aussi environ 5 fois plus 

prédominent que la LAM (Vardiman et al., 2009). 

1.1.1. Epidémiologie  

Les (LAL) sont nettement plus fréquentes chez l’enfant par rapport à l’adulte. Elles 

Représentent 80% des L.A et restent la forme la plus fréquente des cancers de l’enfant (30-

35% des cancers en pédiatrie).   

Il faut distinguer les LAL de la lignée B de celles de la lignée T. 

1.1.2. Classification de la LAL 

Il existe actuellement deux types de classifications pour les LAL : La classification FAB et la 

classification OMS. 

La classification FAB est de moins en moins utilisée. Elle classait les LAL en trois types : LAL 

1, LAL 2, et LAL 3 en fonction de la morphologie des blastes (Jean-Marc, 2015). 

La classification OMS différencie deux types de LAL : LAL B et LAL T en fonction des 

caractéristiques cytologiques et cytochimiques retrouvé sur les blastes. La classification OMS 

est la plus utilisée (Jean-Marc, 2015). 
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1.1.2.1. LAL de la lignée B  

Chez l’enfant, les LAL de la lignée B sont prédominantes (80%). Leur pic de Fréquence se 

situe entre 2 et 5 ans, surtout dans les pays occidentaux. L’incidence globale des LAL varie 

selon les pays ; l’incidence la plus élevée est Observée dans les populations hispaniques 

(Costa-Rica et Los Agnelés) (5,94 et 5,02 respectivement), et l’incidence la plus basse en 

Afrique Noire (1,18 à 1,61 pour 105 enfants de moins de 15 ans). Les LAL sont moins 

fréquentes chez les enfants américains de race noire par rapport à ceux de race blanche(Pui 

et al., 2015). 

1.1.2.2. LAL de la lignée T : 

Les LAL-T prédominent chez des enfants plus âgés, à l’adolescence ou chez les 

Préadolescents et restent rares avant 5ans. La sex-ratio atteint 4 pour les LAL-T (Il est de 1,2 

pour les LAL-B)(Pui et al., 2015). 

1.2. Leucémie aigue lymphoblastique T 

1.2.1. Physiopathologie 

Les LAL T représentent environ 15 % de toutes les leucémies avec des variations de fréquence 

en fonction de l'âge et une prédominance chez les adolescents. De 10 à 15% des LAL de 

l'enfant, l’incidence chez l'enfant est plus élevée chez le garçon avec un sexe ratio de 3:1 

(Graux et al., 2006). 

Les LAL T sont dues à la transformation oncogénique de précurseurs hématopoïétiques de la 

lignée lymphoïde T. Elles correspondent à des proliférations clonales malignes développées 

à partir des précurseurs thymiques (Graux et al., 2006). 

1.2.1.1. L'oncogenèse des LAL T 

L'oncogenèse des LAL T et le développement physiologique lymphoïde T sont liés, en 

particulier en ce qui concerne les mécanismes de régulation des recombinaisons somatiques, 

à l'origine de la mise en place d'un récepteur T à l'antigène (TCR) (Aifantis et al., 2008). De 

nombreux signaux de prolifération et/ou d'apoptose physiologiques sont de ce fait impliqués 

dans la leucémogénèse des LAL T(Pui et al., 2015). 

Les stades de blocage de maturation des LAL T reproduisent les différentes étapes de 

maturation thymique humaine (Asnafi, 2004). A partir de l'analyse des réarrangements des 

loci des TCRs, l’expression de la chaîne du TCRβ en intra cytoplasmique et l’expression du 

TCRγδ ou αβ à la surface des cellules blastiques, les LAL T se scindent en trois groupes : les 
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LAL T immatures, les LAL T pré-αβ et les LAL T matures (Asnafi, 2004). Les LAL-T immatures 

présentent les caractéristiques des précurseurs thymiques immatures non-T restreints. Elles 

comportent 4 sous-groupes, correspondant à l'ordre physiologique des réarrangement 

successifs des TCRs: les IM0, les IMδ, les IMγ et les Imβ (Asnafi et al., 2003). 

Les LAL T préαβ ont effectué des réarrangements complets du TCRδ et du TCRβ mais n’ont 

pas commencé à réarranger le locus du TCRα(Van Vlierberghe and Ferrando, 2012). Les 

blastes expriment de ce fait un pré-TCR (Score et al., 2010). Les LAL T matures ont réarrangé 

le TCRδ, le TCRγ et le TCRβ de façon incomplète et expriment le complexe CD3/TCRγδ ou 

CD3/TCRαβ. Les LAL T de l’adulte présentent souvent un blocage de maturation plus 

immature que celles de l'enfant. 

1.2.2. Classification de la LAL T 

La classification des LAL T repose sur des critères morphologiques, sur l’expression 

d'antigènes de différenciation spécifiques de la lignée lymphoïde T et sur l’étude des 

réarrangements des TCR. L’expression du CD3 cytoplasmique ou membranaire est 

nécessaire et suffisante pour affirmer l’appartenance des blastes à la lignée lymphoïde T 

(Doumbia et al., 2016). Le groupe européen de caractérisation immunologique des leucémies 

(EGIL) a établi une classification immunologique en fonction des stades de différenciation 

thymique, laquelle n'est toutefois pas tout-à-fait précise pour définir le stade d'arrêt de 

maturation et a peu d'impact thérapeutique (Bene et al., 1995). 

1.2.3. Les symptome de la LAL-T 

1.2.3.1. Les symptômes généraux  

 Une asthénie produite essentiellement par l’anémie. 

 Une anorexie 

 Un amaigrissement 

 La fièvre 

 Des douleurs osseuses ou articulaires que l’on observe chez un tiers des malades, 

Particulièrement chez les enfants. 

1.2.3.2. Les symptômes tumoraux (Torpy et al., 2009) 

 Une hypertrophie des organes hématopoïétiques (adénopathies et splénomégalie) ou 

une hépatomégalie se voient surtout dans les LAL (Torpy et al., 2009). 

 Il existe aussi des localisations particulières, d'emblée ou au cours de l'évolution, 

parfois sous forme de rechutes isolées :  

Localisations méningées responsables de céphalées, de paralysies des nerfs périphériques.  

Localisations cutanées sous forme de leucémides (LA monoblastiques) (Torpy et al., 2009). 
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Localisations osseuses, responsables de douleurs (LAL de l'enfant surtout) prédominant aux 

diaphyses proximales. 

Atteinte testiculaire dans les LAL, essentiellement chez l'enfant (Torpy et al., 2009). 

 L'hyperleucocytose n'a de traduction clinique que quand elle est majeure (> 100 G/l), 

s'accompagnant d'un syndrome de leucostase dans les capillaires pulmonaireset 

cérébraux. Les signes sont représentés au niveau pulmonaire par une hypoxie 

réfractaire parfois sévère avec détresse respiratoire et au niveau cérébral par des 

troubles de conscience voire un coma ou des convulsions. 

1.2.4. Diagnostic de la LAL-T 

1.2.4.1. diagnostic biologique repose essentiellement sur : 

 Hémogramme et frottis sanguin. 

 Myélogramme. 

 Immunophénotypage. 

 Cytogénétique. 

 Génétique moléculaire et DNA microarrays. 

1.3. Immunité anti-tumoral 

Immunité anti cancer consiste à étudier les relations entre une tumeur et le système 

immunitaire de l'hôte, afin de concevoir des traitements anticancéreux capables d'exploiter la 

puissance potentielle d'une réaction immunitaire dirigée contre la tumeur. Ce domaine est au 

carrefour de divers domaines de la biologie nécessitant une compréhension particulière ainsi 

qu'une approche intégrée des connaissances : l'étude du micro-environnement tumoral, des 

différentes sous-populations de leucocytes présents dans une zone tumorale à un stade 

déterminé, des facteurs de transcription activés chez ces diverses cellules, des sous-types 

tumoraux pouvant influencer la réponse immune (Riella et al., 2012). 

1.3.1. Monocyte 

Les monocytes sont un type de leucocytes ou de globules blancs. Ils sont le type le plus 

important de leucocytes et peuvent se différencier en macrophages et en cellules dendritiques 

de la lignée myéloïde. En tant que partie intégrante du système immunitaire inné, les 

monocytes influencent également le processus d'immunité adaptative (Swirski et al., 2009). 

1.3.1.1. Monocytopoïèse 

S’effectue dans la moelle osseuse : La cellule souche hématopoïétique se différencie en 

cellule souche myéloïde, correspondant au progéniteur commun CFU-GEMM (Colony 

Forming Unit Granulocytaire, Erythroblastique, Mégacaryocytaire et Monocytaire) sous 

l'influence de diverses cytokines (SCF, Flt3-L, GM-CSF, IL-3). Ultérieurement, la stimulation 
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par l'IL-3 et le GM-CSF (Granulocyte Monocyte - CSF) oriente la différenciation du progéniteur 

commun myéloïde en progéniteur granulo-monocytaire CFU-GM (Nichols et al., 1971). 

L’action du G-CSF stimule ensuite la différenciation en CFU-G (progéniteur de la lignée 

neutrophile), alors que l’action combinée du G-CSF et du M-CS F oriente la différenciation en 

progéniteur CFU-M puis en précurseur monocytaire (Patel et al., 2019). 

Cinétique : Durée de la différenciation des CFU-GM en monocytes sanguins = environ 5-7 

j (soit 2-3 j de moins que pour produire des PNN). 

Le monocyte médullaire réside 1 j dans la MO, puis migre dans le sang périphérique où il est 

présent 1-3 j (3/4 des monocytes du compartiment vasculaire sont marginés), avant de migrer 

par diapédèse active au travers des parois vasculaires pour se localiser dans les divers tissus 

de l'organisme (Patel et al., 2019). 

1.3.1.2. Aspect morphologique 

1.3.1.2.1. Dans le sang on trouve 2 catégories de monocytes, matures et immatures 

Monocyte mature : 

 Grande cellule : 20 – 25 µm de diamètre, arrondie ou quadrangulaire, avec rapport N/C 

= 0,5 à 0,6. 

 Noyau allongé en ruban, « serpentiforme » ou « réniforme », avec pincements moins 

intenses que dans le noyau des PNN : les "lobes nucléaires" sont moins 

nettement individualisés (lobulé/indenté). Chromatine de couleur violacée, plus 

finement dessinée que celle du PNN, sans nucléole visible (Hofer et al., 2015). 

 Cytoplasme gris avec texture floconneuse et quelques granulations azurophiles très 

fines (= difficiles à individualiser, correspondant à « une fine poussière de 

granulations »). Des vacuoles cytoplasmiques sont parfois visibles (Hofer et al., 2015). 

Monocyte immature (appelé parfois monocyte médullaire) : 

 Grande taille ressemble au monocyte mature mais souvent un peu plus petit. 

 Noyau "convoluté", formé de 2 ou 3 masses arrondies. Chromatine et texture 

chromatinienne id. Monocyte mature; pas de nucléole net (Imhof et al., 2016). 

 Cytoplasme gris-bleu, parfois des granulations azurophiles. 

 Nombre = 0.2 – 1 G/L (adulte). Jusqu'à 1.2 G/L chez le nourrisson. 

 La majorité sont des monocytes matures, mêlés de quelques immatures (Imhof et al., 

2016). 
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1.3.1.2.2. Dans la moelle osseuse : 

Une égalité des monocytes matures et immatures. Également un petit nombre de cellules de 

morphologie intermédiaire entre le monocyte immature et le promyélocyte (mais pauvre en 

granulations). 

1.3.1.2.3. En pathologie tumorale : 

Pro monocyte : 

 Silhouette de "monocyte" mais noyau avec repli(s). 

 Grande taille: 20 - 30 µm. 

 Noyau : convoluté, mais la chromatine est fine;  il existe un (ou deux) repli(s) du noyau 

sur lui-même (convoluté/indenté) (Collison et al. 2015).  

Monoblaste: 

 Aspect de grand blaste à noyau arrondi ; 

 Grande taille: 20 - 30 µm. 

 Noyau arrondi ou ovalaire, avec chromatine fine, souvent un volumineux nucléole 

unique (subcentral)(Collison et al., 2015). 

1.3.1.3. Sous-populations 

Il existe trois sous-classes de monocytes dans le sang humain en fonction de leurs récepteurs 

phénotypiques: (Ziegler-Heitbrock et al., 2010)  

Le monocyte classique est caractérisée par une expression de niveau élevé du CD14 

récepteur de surface cellulaire (CD14 ++ CD16 - monocyte) ; 

Dédiés à la phagocytose, peu ou pas de fonction dans l'inflammation. 

Le monocyte non classique présente un faible niveau d'expression de CD14 et une 

co-expression supplémentaire du récepteur CD16  (monocyte CD14 + CD16 ++) ; 

Pas ou peu de fonction phagocytaire; essentiellement un rôle dans la réponse inflammatoire. 

Le monocyte intermédiaire avec un niveau d'expression élevé de CD14 et un niveau 

d'expres.sion faible de CD16 (monocytes CD14 ++ CD16 +) ; 

Monocytes transitionnels entre les 2 précédents : ils ont les deux fonctions (phagocytose et 

inflammation).  

On retrouve les Ag suivants sur les monocytes : 

 Antigène pan leucocytaire CD45. 

 Antigènes myéloïdes CD33 et CD13, ansi que le CD11b. 
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 Récepteurs pour le Fc des Ig G (CD64 = FC gamma RI, CD32 = Fc gamma RII, CD16 

= Fc gamma RIII), des IgE (CD23) (Li et al., 2018). 

 Récepteurs de fractions du complément. 

 Autres molécules exprimées : HLA-DR, CD38, CD163, diverses molécules d'adhésion 

dont le CD4(Li et al., 2018). 

 CD36, Co exprimé sur les plaquettes et les érythroblastes. 

 Antigène monocytaire:CD14, protéine à ancre GPI, et récepteur du Lipopolysaccharide 

(LPS) (Lastrucci et al., 2015). 

 

 

 

 

 

 

Figure 1.1.  Nomenclature des monocytes dans le sang (Ziegler-Heitbrock et al., 2010). 

Les 3 types de cellules sont représentés avec des symboles différents, qui représentent les 

marqueurs cruciaux des cellules respectives. Le crochet bleu indique CD14; drapeau carré 

rouge, CD16. Un nombre plus élevé d'un symbole donné indique une densité plus élevée d'un 

récepteur donné. Les flèches représentent la relation de développement. Cela n'indique pas 

nécessairement que le développement se produit réellement dans le compartiment du 

sang. La position des monocytes non classiques plus près de la paroi vasculaire indique que 

ces cellules se localisent préférentiellement dans le pool marginal, concept pris en charge par 

les données microscopiques intravitales de l'homologue de souris(Ziegler-Heitbrock et al., 

2010). 
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1.3.1.4. La sécrétion de cytokines 

Acteurs majeurs de la réponse immunitaire, inflammatoire et anti tumorale, les monocytes et 

macrophages peuvent synthétiser et sécréter de nombreux composants après stimulation : 

 Chimio attractants : pour les neutrophiles, monocytes, lymphocytes T. 

 Facteurs stimulant ou régulant la myélopoïèse : G-CSF, GM-CSF, M-CSF, Il-8, IL-1. 

 TNF alpha: médiateur de la fièvre, anorexie, cachexie, état de choc, fuite capillaire; 

effet anti tumoral et inhibiteur de l'hématopoïèse(Aktas Cetin et al., 2017). 

 IL-6 : cytokine stimulant la synthèse de protéines pro inflammatoires (également 

facteur de croissance indirect) ; 

 Interférons : action antivirale et anti tumorale ;(Aktas Cetin et al., 2017). 

 TGF bêta : limite les réponses immunes, stimule l'angiogenèse(Lastrucci et al., 2015). 

Les cytokines sont les messagers chimiques de la communication intercellulaire. Elles 

jouent un rôle considérable dans le fonctionnement de tout le système immunitaire et au cours 

de l'inflammation. 

1.3.1.4.1. Interleukine-1β : 

L'IL-1β est un membre de la famille des cytokines de l'interleukine 1. Cette cytokine est 

produite par les monocytes et les macrophages activés sous forme de proprotéine, qui est 

transformée de manière protéolytique en sa forme active par la caspase 1(CASP1 / ICE).  

Cette cytokine est un médiateur important de la réponse inflammatoire (pro-inflammatoire) et 

est impliquée dans diverses activités cellulaires, notamment la prolifération cellulaire, la 

différenciation et l'apoptose(Voronov and Apte, 2017).   

 

 Agit sur le système nerveux central et déclenche la fièvre (entre autres symptômes). 

 Favorise le recrutement des leucocytes sur le site de la lésion ou de l’infection.  

 Amplifie la réponse des lymphocytes T et B. 

 Favorise les fonctions des neutrophiles. 

 Déclenche la producion d’interleukine 6 et contribue à la synthèse des protéines de 

phase aiguë dans le foie. 

 

 

L’Il-1 bêta s'est également avéré stimuler la production locale de facteurs chimiotactiques pour 

les leucocytes polymorphonucléaires (PMN) dans les tumeurs; Les PMN peuvent jouer un rôle 

important dans l'inhibition de la croissance tumorale (Lee et al., 2015).  

http://monsystemeimmunitaire.fr/les-lymphocytes-t-mediateurs-de-limmunite-cellulaire/
http://monsystemeimmunitaire.fr/lymphocytes-b-pourquoi-sont-ils-essentiels-pour-notre-immunite/
http://monsystemeimmunitaire.fr/les-neutrophiles-pas-uniquement-des-acteurs-passifs-dans-limmunite/
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_de_phase_aigu%C3%AB
https://fr.wikipedia.org/wiki/Prot%C3%A9ine_de_phase_aigu%C3%AB
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D'autre part, d'autres études ont montré que l'IL-1 bêta favorise la croissance tumorale 

(Weichand et al., 2017). 

 

 

Figure 1.2. Illustration schématique de la modulation de l'IL-1β dans le 

microenvironnement tumoral pour favoriser la carcinogenèse (Wu et al., 2016). 

Sous stimulation cancérogène, IL-1β est régulée positivement dans les compartiments 

épithéliaux et stromaux tels que les fibroblastes. Les signaux de paracrine de l'IL-1β activent 

les voies d'expression des gènes dans les cellules voisines et inversement, créant ainsi un 

cycle de renforcement et générant un microenvironnement favorable à la tumeur pour la 

cancérogenèse orale. 

 

1.3.1.4.2. Tumor Nécroses Factor-alpha : 

Le TNFα est une cytokine pléiotrope pro inflammatoire produite par de nombreux types de 

cellules dans le corps. Cependant, les cellules de la lignée monocytaire, sont les principaux 

synthétiseurs du TNFα (Awad et al., 2015). 

Il agit par l'intermédiaire de deux récepteurs transmembranaires: le récepteur du TNF 1 

(TNFR1), également appelé p55 ou p60, et le récepteur du TNF 2 (TNFR2), également 

appelép75 ou p80 et régulent positivement l'expression de la molécule 1 d'adhérence des 

cellules vasculaires (VCAM-1) sur l'endothélium sinusoïdal hépatique (HSE) in vivo qui 

favorise le cancer adhésion cellulaire et métastases hépatiques (Ciebiera et al., 2018). 

TNF-alpha joue un rôle central dans le développement de l'inflammation chronique. William 

Colley a observé pour la première fois l'activité du TNF vers 1900 chez des patients cancéreux 

rapporté dans (Yan et al., 2018). Des décennies plus tard, dans des modèles animaux, la 
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sécrétion de TNF était liée aux cellules tumorales mais pas à la destruction des cellules 

normales (Cao et al., 2017). 

 

 

 

Figure 1.3. Représentation schématique des différentes étapes menant à la biosynthèse 

et au relargage du TNF alpha par les monocytes suite à une activation par le LPS (Hamid 

et al., 2016). 

 

 

1.3.1.4.3. Interleukine-6 : 

Une cytokine ubiquitaire pro-inflammatoire produite par de nombreux types cellulaires : 

monocytes (Hideshima et al., 2001). 

L'IL-6 joue également un rôle important dans la réponse immunitaire acquise en stimulant la 

production d'anticorps et le développement des cellules T effectrices. De plus, l'IL-6 peut 

favoriser la différenciation ou la prolifération de plusieurs cellules non immunes. En raison de 

l'activité pléiotropique, une production continue et dérégulée d'IL-6 conduit à l'apparition ou au 

développement de diverses maladies (Tanaka et al., 2014). 
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Figure 1.4.Production et effets de l'IL-6 (Nemeth et al., 2004). 

L'IL-6 est produite par plusieurs types Cellulaires, selon un processus comportant cascades 

et boucles d'amplification. Elle agit sur de multiples cibles, en synergie avec d'autres cytokines, 

différentes selon la cible. 

 

 

1.3.1.4.4. Interféron gamma  

IFNγ est une cytokine soluble dimérisée qui est le seul membre de la classe II des interférons 

(Gray and Goeddel, 1982). 

C’est une cytokine essentielle à l'immunité innée et adaptative contre les infections L'IFNγ 

possède des propriétés antivirales, immunorégulatrices et antitumorales. Il modifie la 

transcription de 30 gènes maximum, produisant diverses réponses physiologiques et 

cellulaires(Hu et al., 2008). Parmi les effets sont: 

 Favorise l'activité des cellules NK 

 Augmente la présentation antigénique et l'activité lysosomale des macrophages. 

 Active la synthèse d’oxyde nitrique inductible (iNOS) 

 Induit la production d'IgG2a et d'IgG3 à partir de cellules B plasmatiques activées 

 Force les cellules normales à augmenter l’expression des molécules du CMH I ainsi 

que du CMH II sur les cellules présentatrices d’antigène  

 Favorise l'adhésion et la liaison requises pour la migration des leucocytes 

 Induit l'expression de facteurs de défense intrinsèques. 
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Figure 1.5.Voie de signalisation de l’IFN-γ (Dallagi et al., 2015). 

La fixation de l’homodimère IFN-γ à son récepteur induit le rapprochement de deux kinases 

(JAK1/JAK2) constitutivement associées aux deux chaînes du récepteur. Ce rapprochement 

permet l’activation de ces kinases qui induisent la formation d’un homodimère STAT1 

(complexe GAF) qui est transloqué dans le noyau cellulaire où il se fixe à un site spécifique 

(GAS), induisant la transcription génique. 

 

1.3.1.4.5. Interleukine-10 : 

L'Interleukine 10, parfois appelé CSIF est une protéine anti-inflammatoire produite par 

différentes cellules tel que les monocytes agissant en diminuant la réponse immunitaire (Kühn 

et al., 1993). 

Par ailleurs, l'expression du gène et/ou la production d'IL-10ont été mises en évidence dans 

divers types de tumeurs. Cela suggérait que IL-10 pourrait, en favorisant l'échappement au 

système immunitaire, constituer une des étapes de la tumorigenèse (Williams et al., 2002). 
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Figure 1.6. :Propriétés immunosuppressives et anti-inflammatoires de l’IL-10 (Rojas et 

al., 2017). 

IL -7 0 inhibe plusieurs fonctions essentielles des macrophages : ( 1) /'activation des 

lymphocytes CD4 +, auxquels ils présentent les antigènes sous forme de peptides logés dans 

une molécule d'histocompatibilité de classe Il ; (2) la sécrétion de cytokines " inflammatoires " 

(IL- 1, TNF-a) ; (3) la production de radicaux libres oxygénés et de dérivés nitrés ; (4) 

l'activation de la voie extrinsèque de la coagulation, liée à l'expression membranaire de 

thromboplastine. 

1.3.1.5. Monocytes et cancer  

Au cours du siècle dernier, il a été démontré que plusieurs agents chimioattractants peuvent 

réguler le recrutement de monocytes aux sites tumoraux (Lee et al., 2013). Le recrutement de 

ces cellules vers le site de la tumeur est influencé par plusieurs facteurs y compris les 

conditions de microenvironnement tumoral, les types des récepteurs exprimés par les 

monocytes et les chimiokines secrétées par la cellule cancéreuse (Lee et al., 2013), une fois 

intégrés au microenvironnement tumoral, les monocytes se présentent sous forme des 

monocytes inflammatoires, monocytes exprimant le Tie-2 ou se différencient en macrophage 

type1(M1), macrophage de type 2 (M2) (Elliott et al., 2017). 
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Figure 1.7. Les monocytes dans le microenvironnement tumoral 

Le recrutement des monocytes vers le site de la tumeur est influencé par plusieurs facteurs y 

compris les conditions de microenvironnement tumoral, les types des récepteurs exprimés par 

les monocytes et les chimiokines secrétées par la cellule cancéreuse (Lee et al., 2013), une 

fois intégrés au microenvironnement tumoral, les monocytes se présentent sous forme des 

monocytes inflammatoires, monocytes exprimant le Tie-2 ou se différencient en macrophage 

type1(M1), macrophage de type 2 (M2) (Elliott et al., 2017). 

 

Figure 1.8. Le recrutement des monocytes classiques et leur différenciation en 

macrophages associés aux métastases  (Noy and Pollard, 2014). 
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L'arrestation de cellules tumorales dans le système vasculaire des organes cibles par la 

formation de microclots (1) entraîne le recrutement, par l'intermédiaire de CCL2, de monocytes 

inflammatoires circulants exprimant CCR2 (2). Ces monocytes se différencient en 

macrophages associés à des métastases (MAM) qui médient une extravasation de cellules 

tumorales via le VEGF, ce qui augmente la perméabilité vasculaire (3). Les MAMS sous 

l'influence de CSF-1 favorisent également la survie des cellules tumorales (4) et une 

croissance persistante associée à l'angiogenèse et peuvent également empêcher la 

cytotoxicité des cellules T (5). 

 

1.3.2. Metformine 

1.3.2.1. Définition  

L’histoire de la Met remonte au Moyen Âge en Europe avec l’utilisation du galéga officinal 

(Galega officinalis) nommé aussi « lilas français » ou « rue-des-chèvres » Met, 

1,1-dimethylbiguanide hydrochloride. La Met fonctionne en partie en déclenchant l'activation 

de la protéine kinase (AMPK), ce qui conduit à une réduction de l'expression des enzymes de 

la gluconéogenèse dans les hépatocytes (Griss et al., 2015). 

 

1.3.2.2. Metformine et cancer  

Le diabète et le cancer sont des maladies courantes qui affectent considérablement la santé 

dans le monde entier. Plusieurs études épidémiologiques ont montré que les personnes 

atteintes de diabète couraient un risque significativement plus élevé de cancer (Chiang et al., 

2017). 

1.3.2.2.1. Effet de la metformine sur le microenvironnement tumoral 

Des modifications du microenvironnement tumoral pourraient également participer aux effets 

bénéfiques de la Met. Il a été rapporté que la Met stimule la génération de cellules T mémoire 

CD8+, permettant une meilleure protection immunitaire antitumorale (Pearce et al., 2009). Une 

inhibition de l’angiogenèse tumorale par la Met a été évoquée par une réduction des taux 

circulants de PAI-1 (plasminogen activator inhibitor-1) et de VEGF (vascular endothelial growth 

factor) (Figure 3), mais des effets opposés ont été observés dans une autre étude avec une 

augmentation de la densité microvasculaire intratumorale des xénogreffes de cellules 

tumorales (Foretz and Viollet, 2014). 
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1.3.2.2.2. Mode d’action de la metformine  

 

Figure 1.9. Mécanismes d'action de la metformine pour inhiber le cancer (Pernicova and 

Korbonits, 2014). 

La Met perturbe les taux de glucose et d'insuline en circulation et réduit l'inflammation. Le 

transporteur de cations organiques (OCT1) intervient dans la première étape de la réponse 

cellulaire à la Met. (1) La Met active la voie de l'AMPK-P en inhibant le complexe 1 de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. Cela conduit à l'inhibition de mTOR et donc à une perte de 

prolifération cellulaire et à une inhibition de la synthèse du glucose. (2) LKB1 peut agir comme 

intermédiaire de l'activation de l'AMPK. (3) La Met bloque les AMPc et PKA, qui à leur tour 

inhibent l'action du glucagon. (4) La Met agit comme un antifolate empêchant la réplication de 

l'ADN. (5) La Met induit une réponse anti-inflammatoire via la voie NF -κΒ médiée par Src. (6) 

L'action de la Met est impliquée à la fois dans l'inhibition indépendante et dépendante du 

processus d'angiogenèse liée à l'AMPK. 
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1.3.2.2.3. Effet préventif de la metformine sur le développement tumoral 

La Met participe à la réponse aux dommages à l’ADN par une activation sélective de la 

protéine ATM (ataxia telangiectasia mutated), mais également en bloquant la production 

d’espèces réactives de l’oxygène induite par la transformation par l’oncogène Ras(Algire et 

al., 2012). Par ailleurs, la Met contribue à la prévention du développement tumoral par le 

contrôle de l’ontogenèse des cellules souches cancéreuses en ciblant la transition épithélio-

mésenchymateuse et la différenciation de ces cellules (Cerezo et al., 2013). 

1.3.2.2.4. Effet de la metformine sur les monocytes  

 Induit l'expression de Hsp60 dans des cellules monocytes de THP-1 humaines. 

 Inhibe la différenciation des monocytes en macrophages via l'inhibition de l'activation 

de STAT3 par l'AMPK 

 

1.3.3. Sélénium 

Le Ss est un oligoélément et un bioélément, mais à très faible dose. Il est toxique (voire très 

toxique sous certaines formes) à des concentrations à peine plus élevées que celles qui en 

font un oligoélément indispensable à la diète animale (Vinceti et al., 2017). 

1.3.3.1. Les formes biologiques principales du sélénium 

Dans l’organisme, le Ss est (principalement) représenté sous 3 formes: il peut être associé à 

des acides nucléiques (sélénobase), conjugué à des glucides ou des lipides, ou enfin retrouvé 

sous la forme d’acides aminés séléniés (sélénométhionine et sélénocystéine). 

1.3.3.2. Sélénium et système immunitaire 

De nombreuses études suggèrent qu’une déficience en Ss peut s’accompagner d’une 

immunodépression dont l’origine est vraisemblablement indissociable du fait que le Ss est 

retrouvé en grandes quantités dans différents tissus jouant un rôle important dans l’immunité, 

comme le foie ou le thymus (Spallholz et al., 1990). Par exemple, il a été décrit qu’une 

supplémentation en Ss, même chez des personnes saines, entraînait une augmentation de la 

prolifération des lymphocytes et de la sécrétion d’immunoglobulines (Arthur et al., 2003). Ce 

mécanisme semble être lié à la capacité du Ss à réguler l’expression de récepteurs de 

différentes cytokines. L’interaction entre les interleukines et leurs récepteurs sur les 

lymphocytes est capitale pour permettre leur expansion clonale et leur différenciation. Un autre 

exemple de l’influence du Ss dans le fonctionnement de cellules blanches concerne le cas des 

neutrophiles: leur nombre et leur prolifération ne sont pas tributaires du taux de Ss, mais une 
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chute de l’activité glutathion peroxydase cytosolique (GPx1) entraîne leur mort, suite à 

l’accumulation de radicaux libres oxygénés produits lorsqu’ils sont activés (Arthur et al., 2003). 

En outre, il semblerait que les cellules du système immunitaire, qui présentent une activité 

sélénophosphate synthétase particulièrement importante auraient recours à la synthèse de 

nombreuses sélénoprotéines pour leur bon fonctionnement (Guimarães et al., 1996). L’une de 

ces sélénoprotéines correspond à la sélénoprotéine S, dont l’implication dans la réponse 

inflammatoire a été démontrée (Curran et al., 2005). En effet, des mutations dans son gène 

influent directement sur les taux de cytokines sécrétées telles IL-1β, TNF-α ou IL-6. La 

suppression de l’expression de SePS par ARN interférence résulte dans la production et la 

sécrétion accrues de cytokines en réponse au stress oxydatif dans une lignée de macrophage. 

SePS serait en conséquence impliqué dans plusieurs pathologies complexes dont l’apparition 

est influencée par des phénomènes d’inflammation, tels les cancers, l’athérosclérose, le 

diabète ou la maladie d’Alzheimer (Vinceti et al., 2017). 

                          

Figure 1.10. Effets de la consommation de Se sur la différenciation des lymphocytes T 

CD4 + (Huang et al., 2012). 

Des niveaux adéquats d'ingestion de Se ne biaisent pas la différenciation des cellules T et la 

différenciation de T helper (Th) 1 par rapport à Th2 est largement déterminée par les signaux 

fournis par la cellule présentatrice de l'antigène ou cytokine milleau. Par exemple, les cellules 

T CD4 + activées dans un environnement pro-Th1 ou dans un environnement pro-Th2 peuvent 

se différencier en cellules Th1 ou Th2. La supplémentation en Se renforce les signaux du TCR 

et oriente la différenciation vers un phénotype Th1. En revanche, une carence en Se conduit 
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à des signaux de TCR bas et à une différenciation en biais vers des états d'activation abaissés 

avec un biais vers un phénotype Th2. 

1.3.3.3. Sélénium et cancer  

Depuis les années 70, de nombreuses études épidémiologiques ont permis de mettre en 

évidence une relation inverse entre les apports de Ss et l’incidence de cancers (Clark et al., 

1991). Les mécanismes de ce phénomène sont toutefois mal connus, et plusieurs hypothèses 

ont été avancées: la première d’entre elles suggère que le Ss, ou certaines sélénoprotéines, 

pourraient entraîner l’arrêt de la croissance tumorale. Une autre hypothèse serait que les effets 

du Ss aient lieu en amont de la tumorogenèse, dans la prévention de l’apparition de mutations 

délétères, grâce aux mécanismes de protection contre les agressions oxydantes mutagènes 

de l’ADN (Zhuo and Diamond, 2009). Des approches expérimentales diverses plaident en 

faveur de l’une ou l’autre de ces hypothèses, et les connaissances de plus en plus précises 

de la fonction de certaines sélénoprotéines permettent également de contribuer à une 

meilleure compréhension des phénomènes mis en jeu. Les GPx sont, par exemple, des 

protéines qui contribuent à protéger l’ADN contre les dommages oxydatifs, en détoxifiant 

différents peroxydes. Récemment, il a été montré qu’une chute de l’activité de ces enzymes 

ou du taux de composés séléniés de faible poids moléculaire provoquait une augmentation de 

la susceptibilité au cancer du côlon (Hatfield et al., 2009). Certains variants de la GPx1 ont été 

associés à une fréquence plus importante de cancers du sein ou du côlon (Hu et al., 2005). 

Les TrxR ont des effets contradictoires sur le développement tumoral. En effet, leur activité 

catalytique permet de lutter contre les radicaux libres oxygénés, directement ou par 

l’intermédiaire de cascades de signalisation cellulaire, empêchant ainsi les dommages 

oxydatifs (Sun et al., 1999). Cependant, l’activité des TrxR peut devenir défavorable car elles 

permettent l’alimentation en désoxyribonucléotides des cellules en prolifération, dont la 

synthèse dépend du système Trx (Biaglow and Miller, 2005). 

Objectif : Déterminer le rôle de la Met combiné ou non au Ss dans le cadre d’une étude 

mécanistique, ex vivo sur le profile cytokinique des monocytes issu de LAL-T. 

But : Montrer que la Met et le Ss pourrait immunomoduler l’activité du monocyte vers un profil 

tueur, anti-tumoral dans LAL-T. 
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CHAPITRE 2. Matériels et méthodes 

2.6. study design 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2.1. Schéma récapitulatif de la partie matériel et méthodes. 

 

 

 

Study design 

Isolation des monocytes à partir du sang 

périphérique 

Culture cellulaire  

b. Met+/Ss- 

Dosage des cytokines (IFN-γ, IL1B, IL-6, IL-10, TNFα) 

par ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) 

d. Met+/Ss+ 

a. Met-/Ss- 

c. Met-/Ss+ 
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L'objectif principal de ce travail est d'étudier l’effet ex-vivo de la Met et du Ss  sur les cytokines 

sécrété par les monocytes isolés à partir des cellules mononuclées du sang périphérique 

PBMC (peripheral blood mononuclear cells) au cours de la LAL-T. 

Le matériel et les méthodes utilisées dans notre étude sont cités ci-dessous : 

2.7. Isolation des PBMC 

Un prélèvement de sang périphérique a été réalisé dans des tubes EDTA (vacutainer), à partir 

d’une patiente, âgée de 14ans, atteinte d’une LAL-T admise au niveau du Service de Pédiatrie 

du Centre Hospitalo-Universitaire de Tlemcen. Par la suite, les PBMC ont été isolées à partir 

du sang récupéré : 

6mL de sang dilué à ½ dans le PBS ont été déposés sur 3mL d’histopaque 

et centrifugés à 400g pendant 30min. Les PBMC ont été directement 

collectées par micropipette dans l’interface entre l’histopaque et le plasma 

et lavés trois fois en ajoutant 9mL de PBS et réalisant une centrifugation 

de 10 min à 700g.  

Les cellules du sang périphérique (PBMC) ainsi récoltées et lavées ont 

été suspendues dans 1mL du milieu de culture complet et énumérées 

sur cellule de Mallassez.  

2.8. Enumération des PBMCs sur cellule de Malassez 

 5µl de suspension cellulaire + 5µL du bleu de trypan  

 Après énumération, nous avons obtenus 2.4x106 PBMC/ml, soit approximativement 

2.4x105 de monocytes 

 

Figure 2.2: énumération des PBMCs sur cellules de Malassez 

Nous avons ajusté la concentration de la suspension cellulaire à 1.2x106 Cellule/mL pour 

remplir 12 puits par 2x105 PBMC/puits. Pour cela, Nous avons déposé 150µL de la suspension 

cellulaire dans chaque puits. 
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2.9. Culture cellulaire 

                                     

 

Figure 2.3. Distribution de 150µL Dans une plaque de 96 puits 

 

Les cellules ont été Incubées pendant 1h pour l’adhérence des monocytes. L’adhérence des 

monocytes a été vérifiée par microscope inversé. 

 

 

 

Figure 2.4. Monocytes observés par microscope inversé 

 

 

 

 

 

 

Après l’adhérence des monocytes, nous avons éliminé le surnageant et ajouté 200 µL de MEM 

complet avec ou sans Met et Ss soit : 5ng/ml de Ss  et 1µM de Met. La distribution des 

échantillons est indiquée dans la figure 2.4.  
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Figure 2.5. Conditions de culture cellulaire 

 

 Incubation a 37°C 5% CO2 pendant 24h 

 Récupération des surnageant 

 Pour le dosage des cytokines, les surnageant ont été conservés à -80°C. 

Préparation du milieu de culture complet  

 Pour préparer 15mL de milieu d’un milieu de culture contenant 1µg/mL de LPS des 

antibiotique Pénicilline et Streptomycine et 5% SVF, nous avons utilisé la formule 

suivante :  

 13.95 mL de MEM  

 750 µL SVF  

 150µL de Pénicilline/Streptomycine 

 150µL de L-Glutamine à 29.23 mg/ml  

Préparation du bleu de trypan à 0.4% 

 40mg de bleu de trypan +10ml d’eau destilé  

 

2.10. Dosage des cytokines par ELISA 

Le kit Sigma Aldrich a été utilisé pour le dosage des cytokines (IFN-γ, IL1B, IL-6, IL-10, TNFα) 

sécréter par les monocytes de la leucémie aigue lymphoblastique. Les réactifs et les 

échantillons ont été apportés à température ambiante (18–25 °C) avant utilisation. 
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Figure 2.6. Matériel utilisé pour le dosage des cytokines par ELISA 

 

Les échantillons ont été dilués à ½ (50 µl de tampon de dilution + 50µl de surnageant) et 

déposés dans les micro-puits précotés avec les anticorps primaires. Les plaques ont été 

couvertes et incubés pendant 2h30min à une température ambiante sous agitation. 

Les échantillons ont été lavés 4 fois avec 300µl de wash buffer avec une pipette multicanaux. 

Le liquide a été complètement éliminé à chaque fois. 

100 µl d’anticorps secondaires de détection ont été ajouté à chaque puits et incubés pendant 

1 heure à température ambiante avec agitation. Après lavage, 100 µl de solution de HRP-

Streptavidine ont été ajouté et incubés pendant 45 minutes à température ambiante. Un 

dernier lavage a été effectué et 100 µl de réactif ELISA colorimétrique TMB (Item H) ont été 

incorporés à chaque puits et incubés pendant 30 minutes à température ambiante dans le noir 

avec agitation douce. 50 µl de solution d’arrêt ont été ensuite ajoutés dans chaque puits. Enfin 

une lecture à 450 nm a été immédiatement réalisée. 
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CHAPITRE 3. Résultats et interprétations  

Dans cette étude, nous avons examiné l’effet de la Met et du Ss sur les cytokines sécréter par 

les  monocytes de la LAL-T. 

 

3.6. Interleukine-1β                         

D’aprés les résultats présentés dans la figure 3.1 ,On constate que les taux de IL-1β présentent 

des variations statistiquement significatives dans les monocytes cultuvés dans différentes 

conditions en présence ou en absence de la Met ou du selenium (Met-/Ss-, Met+/Ss-, Met-/ 

Ss+, Met+,Ss+) (P> 0.05 par le test ANOVA), cependant on remarque  une augmentation 

hautement significative du taux de IL-1β dans le groupe des monocytes traitées par la Met 

seul par rapport aux autre groupes 

Met-/Ss+   Met+/Ss-   P=0.0011; 

Met+/Ss-   Met-/Ss+   P=0.0013; 

Met+/Ss-   Met+/Ss+   P=0.0061; 

(p =0.0006 par le test t de student) . 

 

Figure 3.1.1. Effet de Met et Ss sur la production d'IL-1β par monocytes de la LAL-T. Les 

niveaux d'IL-1β étaient mesurés en utilisant un dosage ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

IL-1β: interleukine 1 bêta, Met: metformine, Ss: sélénite de sodium, LAL-T: leucémie aigue 

lymphoblastique T, Met– / Ss–: contrôles des monocytes non traitées, Met + / Ss–: monocytes 

traités avec la Met seule, Met– / Ss +: monocytes traitées avec du Ss seule, Met + / Ss +: 

monocytes traitées à la fois par la Met et par Ss. 

…p<0.001 selon le test d’Annova. **p <0,01 selon le test de Kruskal-Wallis avec comparaisons 

par paires utilisant l'approche de DunnBonferroni. Les résultats sont présentés sous forme de 

valeurs moyennes avec des valeurs standard. 
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3.7. Interleukine-6 

 

D’aprés les résultat présenté dans la figure 3.2 ,On constate que les taux de IL-6 ne présentent 

pas de variations statistiquement significatives dans les monocytes cultuvés dans différentes 

condition en présence ou en absence de la Met ou du selenium (Met-/Ss-, Met+/Ss-, Met-/ 

Ss+, Met+,Ss+) (P> 0.05 par le test ANOVA), cependant on remarque  une augmentation non 

significative du taux de IL-6 dans le groupe des monocytes traitées, par rapport au groupe 

contrôle  ( p =0.344 par le test t de student) . 

 

 

 

 

Figure 3.2. Effet de Met et Ss sur la production d'IL-6 par monocytes de la LAL-T. Les 

niveaux d'IL-6 étaient mesurés en utilisant un dosage ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

 

IL-6: interleukine 6, Met: metformine, Ss: sélénite de sodium, LAL-T: leucémie aigue 

lymphoblastique T, Met– / Ss–: contrôles des monocytes non traitées, Met + / Ss–: monocytes 

traités avec la Met seule, Met– / Ss +: monocytes traitées avec du sodium sélénite seule, Met 

+ / Ss +: monocytes traitées à la fois par la Met et par Ss. 
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3.8. Interleukine-10 

 

 

D’aprés le résultat présentés dans la figure 3.3 ,On constate que les taux de IL-10 ne 

présentent pas de variations statistiquement significatives dans les monocytes cultuvés dans 

différentes condition en présence ou en absence de la Met ou du Ss (Met-/Ss-, Met+/Ss-, Met-

/ Ss+, Met+,Ss+) (P> 0.05 par le test ANOVA), (p=0.9808 par le test t de student) . 

 

 

 

 

 

Figure 3.3.1. Effet de Met et Ss sur la production d'IL-10 par monocytes de la LAL-T. Les 

niveaux d'IL-10 étaient mesurés en utilisant un dosage ELISA.  

IL-10: interleukine10, Met: metformine, Ss: sélénite de sodium, LAL-T: leucémie aigue 

lymphoblastique T, Met– / Ss–: contrôles des monocytes non traitées, Met + / Ss–: monocytes 

traités avec la Met seule, Met– / Ss +: monocytes traitées avec du sodium sélénite seule, Met 

+ / Ss +: monocytes traitées à la fois par la Met et par Ss. 
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3.9. Tumor necrosis factor α TNFα 

D’aprés le résultat présenté dans la figure 3.4 ,On constate que les taux de TNFα ne 

présentent pas de variations statistiquement significatives dans les monocytes cultuvés dans 

différentes condition en présence ou en absence de la Met ou du selenium (Met-/Ss-, Met+/Ss-

, Met-/ Ss+, Met+,Ss+) (P> 0.05 par le test ANOVA), cependant on remarque  une 

augmentation non significative du taux de TNFα dans le groupe des monocytes traitées par la 

Met seul, par rapport aux autre groupes  ( p =0.4905 par le test t de student) . 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.4.1. Effet de Met et Ss sur la production de TNFα par monocytes de la LAL-T. 

Les niveaux de TNFα étaient mesurés en utilisant un dosage ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

TNFα: Tumor necrosis factor α, Met: metformine, Ss: sélénite de sodium, LAL-T: leucémie 

aigue lymphoblastique T, Met– / Ss–: contrôles des monocytes non traitées, Met + / Ss–: 

monocytes traités avec la Met seule, Met– / Ss +: monocytes traitées avec du sodium sélénite 

seule, Met + / Ss +: monocytes traitées à la fois par la Met et par Ss. 
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3.10. Interféron gamma IFN-γ 

 

D’aprés le résultat présenté dans la figure 3.5,On constate que les taux de IFN-γ ne présentent 

pas de variations statistiquement significatives dans les monocytes cultuvés dans différentes 

condition en présence ou en absence de la Met ou du selenium (Met-/Ss-, Met+/Ss-, Met-/ 

Ss+, Met+,Ss+) (P> 0.05 par le test ANOVA), cependant on remarque  une augmentation non 

significative du taux de IFN-γ dans le groupe des monocytes traitées par le Ss seul, par rapport 

aux autre groupes  ( p =0.335 par le test t de student) . 

 

 

 

 

 

 

Figure 3.5. Effet de Met et Ss sur la production de IFN-γ par monocytes de la LAL-T. Les 

niveaux de l’IFN-γ étaient mesurés en utilisant un dosage ELISA (enzyme-linked 

immunosorbent assay) 

IFN-γ: Interféron gamma, Met: metformine, Ss: sélénite de sodium, LAL-T: leucémie aigue 

lymphoblastique T, Met– / Ss–: contrôles des monocytes non traitées, Met + / Ss–: monocytes 

traités avec la Met seule, Met– / Ss +: monocytes traitées avec du sodium sélénite seule, Met 

+ / Ss +: monocytes traitées à la fois par la Met et par S
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Chapitre 4. Discussion   

 

Les monocytes sont un type de leucocytes qui combattent certaines infections et aident 

d’autres globules blancs à éliminer les tissus endommagés ou morts, à détruire les cellules 

cancéreuses et à réguler la réponse immunitaire contre des substances étrangères. Les 

cytokines sont des protéines modulantes ou glycoprotéine libérée par les cellules immunitaires 

ou d'autres cellules en réponse à divers stimuli. Les cytokines pro-inflammatoires favorisent 

l'inflammation en activant les macrophages et d'autres cellules immunitaires, tandis que les 

cytokines anti-inflammatoires inhibent l'inflammation excessive et maintiennent 

l'homéostasie. L'équilibre immunitaire est régulé par un antagonisme entre les cytokines pro-

inflammatoires et anti-inflammatoires. 

La Met (1, 1-diméthylbiguanide) est un médicament qui est très connu pour son effet anti-

hyperglycémiques (Hundal et al., 2000) mais il a aussi un effet anti-cancéreux qui est l’objet 

de notre étude.(Hundal and Inzucchi, 2003).Le Ss est un oligoélément nécessaire au bon 

fonctionnement du système immunitaire, en particulier les fonctions des monocytes, 

macrophages et de certaines autres cellules immunologiques (Kiremidjian-Schumacher and 

Roy, 1998)(Hoffmann, 2007)  

Dans cette étude nous avons étudié l’effet de la Met et du Ss seuls ou combinés sur la 

production des cytokines pro-inflammatoire par les monocytes issus de la LAL-T.  

Nous avons observé que le traitement des monocytes issus de patients atteints de LAL-T avec 

ou sans Met et Ss n’avais aucun effet sur la sécrétion des cytokines TNFα, IL-6, IFN-γ.  

Le TNFα, IL-6, IFN-γ sont des cytokines pro inflammatoire produite par de nombreux types de 

cellules dans le corps. Cependant, les cellules de la lignée monocytaire, sont les principaux 

synthétiseurs.(Awad et al., 2015). 

Plusieurs approches ont été entreprises dans le but d’étudier le rôle de la Met dans diverses 

pathologies et sur différentes cellules tels que les monocytes et les macrophages. Si le rôle 

bénéfique de la Met a été démontré dans le diabète de type 2 (Pernicova and Korbonits, 2014) 

ainsi les tumeurs solides (Ceacareanu et al., 2017) ce n’est pas le cas des autres tumeurs tel 

que la LAL-T, ou le rôle reste très ambiguë. En revanche il existe d’autre étude qui ont montré 

que la Met pourrait atténuer du moins en partie les réponses inflammatoire grâce a une 

diminution  significative, soit une suppression total de la sécrétion de TNFα** p <0,01 (Hyun et 

al., 2013) par l’inhibition de la voie ERK1 / 2-Egr-1 dans les monocytes humains sein.(Arai et 

al., 2010). 
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Par ailleurs d’autres études ont démontré une différence non significative de la sécrétion des 

cytokines pro-inflammatoire tel que L’IL-6 et IFN-γ dans les macrophages issu des patients 

diabétique obeses et cela avec ou sans Met.(Hyun et al., 2013) et ceci c’est répéter dans 

diverses pathologies et aussi chez des patients sain, c’est ce qui est a été démontré dans 

notre études ou la Met n’a pas eu un effet significatif sur la sécrétion des cytokines pro-

inflammatoire TNFα, IL-6, IFN-γ sécrété par les monocytes issu de la LAL-T. 

Alors que pour le Ss dans divers études il a été démontré qu’il a des propriétés anti-

inflammatoires qui affecte l’expression des cytokines.(Karavelioglu et al., 2015) 

Plusieurs approches ont prouvé que les cytokines pro-inflammatoires telles que TNFα, IFN-γ 

sont surproduits en présence de Ss chez les animaux diabétiques.(Zeng et al., 2009) la dose 

pharmacologique du Ss peut supprimer les expressions de l’ARNm des cytokines pro-

inflammatoire. 

En outre dans d’autres études parallèles ils ont remarqué une augmentation significative de 

TNFα, IL-6 avec un P<0.05 chez les porcs traiter par le Ss in vivo en comparaison avec  

Par contre dans notre étude le Ss n’a eu aucun effet sur le taux de sécrétion des cytokines 

pro-inflammatoire TNFα, IL-6, IFN-γ par les monocytes issu de la LAL-T. 

 

Alors que pour les résultats de la sécrétion de les cytokines pro-inflammatoire TNFα, IL-6, IFN-

γ par les monocytes issus de la LAL-T traiter par la combinaison entre la Met et le Ss sont non 

significatifs. 

 

L'interleukine-1β (IL-1β) est une puissante cytokine pro-inflammatoire cruciale pour la réponse 

de l'hôte à la défense contre les infections et les lésions. C'est également le mieux caractérisé 

et le plus étudié des 11 membres de la famille IL-1.(Thornberry et al., 1992) Il est produit et 

sécrété par divers types de cellules en  grande majorité par les monocytes et les 

macrophages.(Dinarello, 1996)(Ward et al., 2010)  

Dans notre étude, nous avons observé que le traitement des monocytes de la LAL-T avec Met 

a régulé positivement la production d'IL-1β avec un p =0.0006 Dans la littérature l’effet de la 

Met sur la sécrétion d'IL-1β reste encore équivoque, en effet plusieurs études ont démontré 

une diminution significative de la sécrétion de cette cytokine en présence de la Met dans les 

macrophage activé par LPS chez des patients sain (Kelly et al., 2015a) alors que d’autres 

études n’ont pas trouvé de différence significative dans la macrophage de patient 

sain.(Meziane et al., 2019) 
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Concernant les monocytes traités par le Ss aucune différence significative a été observée lors 

de la sécrétion d'IL-1β chez les patients atteint de la LAL-T. Par contre dans une autre étude 

ou ils ont cherché l’effet du Ss sur la sécrétion d'IL-1β du macrophage issu de patients sain et 

leurs résultats étaient que le Ss régulais positivement la production d'IL-1β.(Meziane et al., 

2019) 

Cette différence de sécrétion de l'IL-1β dans notre étude et la littérature pourrait s’expliqué par 

le fait que le type de cellules étudier dans notre recherche c’est les monocytes issu de la LAL-

T et que la plus part des autres études se sont focaliser sur les macrophages sachant que les 

monocytes humains libère 22 fois plus d'IL-1β par cellules que les macrophages.(Ward et al., 

2010) d’où l’intérêt de cibler les monocytes pour évaluer le taux de sécrétion d'IL-1β. 

La combinaison entre la Met et le Ss sur l’effet de la sécrétion de l'IL-1β par les monocytes 

issu de la LAL-T a donné des résultats non significatifs ; ceci suggère que le Ss pourrait avoir 

un effet suppressive sur la Met. D’autres études confirment que la combinaison des deux 

drogues n’a pas eu d’effet sur la sécrétion de l'IL-1β.(Meziane et al., 2019) 

L’IL-10 c’est une cytokine anti-inflammatoire produite par de nombreuses cellules notamment 

les monocytes.(Rojas et al., 2017) Il supprime la fonction des macrophages et inhibe les 

cytokines pro-inflammatoire Met ires telles que l'IFN-γ, le TNF-α et l'IL-1β.(Barry et al., 2016) 

Dans notre étude la Met n’as pas eu d’effet significatif sur la sécrétion de l’IL-10 par les 

monocytes issu de la LAL-T et c’est similaire au résultat récemment réalisée sur des patients 

atteints d’une tuberculose et diabète de type 2 ou ces derniers ont été traité par la Met avec 

un résultat ou le  niveau de sécrétion de l’IL-10 avant et après le traitement est identique avec 

un p>0.005.(Dian Novita, 2018)   

On outre d’autres études ont été réalisées sur les obeses diabétiques pour déterminer le taux 

des cytokines anti-inflammatoires plus précisément IL-10 sécréter par les macrophages et ils 

ont remarqué une augmentation significative en présence de la Met.(Hyun et al., 2013)  cette 

dernière a aussi stimulé l'induction de la cytokine anti-inflammatoire IL-10 en réponse au LPS 

dans les macrophages activés par le (LPS).(Kelly et al., 2015b)  

Le Ss a des effets anti-inflammatoires qui affectent l’expression des cytokines.(Karavelioglu et 

al., 2015) qui n’est pas notre cas dans cette étude le Ss n’a pas eu d’effet significatifs su la 

sécrétion de l’IL-10 par les monocytes issu de la LAL-T. Par ailleurs dans une autre étude ils 

ont remarqué une diminution de maniéré significative la dose d’expression  de l’ARNm et de 

la protéine IL-10 dans les lymphocytes splénique des porcelets exposé au deoxynivalenol. 

La combinaison entre la Met et le Ss sur l’effet de la sécrétion de l'IL-10 par les monocytes 

issu de la LAL-T a donné des résultats non significatifs. 
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Chapitre 5. Conclusion et perspectives  

Ce travail m’a permis de déterminer le rôle de la Met combiné ou non au Ss dans le cadre 

d’une étude mécanistique, ex vivo sur le profile cytokinique des monocytes issu de LAL-T, bien 

que ils ont déjà montré leur effet bénéfique de la Met et du Ss dans divers pathologies mais 

dans le cas de la LAL-T notre étude reste la pionnière dans ce type de cancer. Dans cette 

étude, la Met agirait spécifiquement sur l’expression de l’IL-1β monocytaire au cours de la 

LAL-T. Ainsi, le Ss s’avèrerait avoir un effet notable sur l’action de la Met durant cette 

pathologie. 

En perspectives nos études sont nécessaires pour connaitre le mécanisme d’action de la Met 

sur les monocytes et les cellules tumorales en générale. Des études mécanistique 

supplémentaires sont nécessaires pour connaitre  et comprendre l’effet de la Met et du Ss sur 

le microenvironnement tumoral des patients atteints de LAL-T et le devenir des monocytes 

provenant de patients atteints de leucémie aiguë et le co-cultiver avec des cellules 

cancéreuses tel que la lignée cellulaire immortalisée de  leucémie aiguë lymphoblastique T 

(JURKAT) serait aussi intéressant  pour mieux comprendre les mécanismes d’interaction 

cellulaire.
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Effet de la metformine et du sélénium sur la production des cytokines par le monocyte issu de la leucémie 
lymphoblastique aiguë T 

Résumé 

Introduction : Les biguanides notamment la metformine (Met), a fait l’objet de recherche très intense sur le cancer. Aussi, le sélénite de 
sodium (Ss) pourrait immunomoduler les activités des cellules mononuclées, telles que les monocytes-macrophage. Comprendre les 
changements des niveaux des cytokines produites par les monocytes traités, avec la Met et/ou le Ss au cours de la leucémie aiguë 
lymphoblastique T (LAL-T) pourrait être d’une importance capitale pour le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

Objectif : Déterminer le rôle de la Met combiné ou non au Ss dans le cadre d’une étude mécanistique, ex vivo sur le profile cytokinique 
des monocytes issu de la leucémie aiguë lymphoblastique T. 

But : Montrer que la Met et le Ss pourrait immunomoduler l’activité du monocyte vers un profil tueur, anti-tumoral dans la leucémie 
aiguë lymphoblastique T. 

Matériels et méthodes : Des monocytes, isolés à partir du sang périphérique du patient atteint de la leucémie aiguë lymphoblastique T, 
ont été mis en culture et traité par la Met  seul ou en combinaison avec le Ss. 

Résultat : la Met a induit une augmentation hautement significative de la production de l’interleukine 1 beta (IL-1β), tandis qu’aucune 
différence significative n’a été observée par l’interféron-gamma (IFN-γ), le tumor necrosis factor-alpha (TNFα), IL-6 et IL-10. De même le 
traitement du monocyte par le Ss seul ou en association avec la Met n’as pas induit un changement de maniéré significative de 
l’ensemble des cytokines. 

Conclusion : la Met agirait spécifiquement sur l’expression de l’IL-1β monocytaire au cours de la LAL-T. Ainsi, le Ss s’avèrerait avoir un 
effet notable sur l’action de la MET durant cette pathologie. 

 Mots clé : cytokines, leucémie aigue lymphoblastique T, monocytes, metformine, sélénite de sodium. 

 

Abstract  

Introduction: The biguanides including metformin (Met), has been the subject of very intense research on cancer. Also, 

sodium selenite (Ss) could immunomodulate the activities of mononuclear cells, such as monocyte-macrophage. 

Understanding the changes in cytokine levels produced by treated monocytes, with Met and / or Ss during acute 

lymphoblastic leukemia T (LAL-T) could be of paramount importance for the development of new therapeutic strategies. 

Objective: To determine the role of Met combined or not with Ss in a mechanistic ex vivo study, on the cytokine profile 

of monocytes derived from acute lymphoblastic leukemia T. 

Aim: To show that Met and Ss could immunomodulate monocyte activity towards a killer, anti-tumor profile in acute 

lymphoblastic leukemia T. 

MATERIALS AND METHODS: Monocytes, isolated from the peripheral blood of the patient with T-cell acute 

lymphoblastic leukemia, were cultured and treated with Met alone or in combination with Ss. 

Result: Met induced a highly significant increase in interleukin 1 beta (IL-1β) production, whereas no significant 

difference was observed with interferon-gamma (IFN-gamma), tumor necrosis factor-alpha (TNFα), IL-6 and IL-10. 

Similarly, treatment of monocyte with Ss alone or in combination with Met did not induce a significant change in all 

cytokines. 

Conclusion: Met would specifically act on the expression of IL-1β produced by monocyte during LAL-T. Thus, Ss 

would have a significant effect on the action of MET during this pathology. 

 Key words: cytokines, acute lymphoblastic leukemia T, monocytes, metformin, sodium selenite. 

 

 ملخص

ا أنشطة الخلاي مناعيا ( تحويرSsالصوديوم ) يستطيع سيلينيتأيضا ،و( ، موضوع بحث مكثف للغاية في مجال السرطان. Metبما في ذلك الميتفورمين ) مركبات البيجونيدمقدمة: 

-T LALخلال سرطان الدم الليمفاوي الحاد Ssو / أو  Metالنواة المعالجة ب حيداتو. إن فهم التغيرات في مستويات السيتوكينات التي تنتجها النواة البالعة وحيداتوحيدات النواة ، مثل 

T .يمكن أن يكون ذا أهمية قصوى لتطوير استراتيجيات علاجية جديدة 

المستمدة من سرطان الدم الليمفاوي الحاد  وحيدات النواةلالسيتوكيني  دراسة ميكانيكية خارج الجسم الحي على الملف اطار في Ssلا مع  ومجتمعة أ Metتحديد دور  الغاية من الدراسة:

T. 

 .Tصورة قاتلة ومضادة للورم في سرطان الدم الليمفاوي الحاد  نحو لهما ان يعدلان مناعيا نشاط وحيدات النواة يمكن Ssو  Metالهدف: لإظهار أن 

وحدها أو بالاشتراك ميتفورمين للك عالجنها باذوبعد ، Tسرطان الدم الليمفاوي الحاد للخلايا ب صابالمحيطي لمريض مالدم النواة المستمدة من  حيداتو عزلالمواد والطرق: تم زراعة و

 .الصوديوم سيلينيت مع

فقط  Ssمع  وحيدات النواةوبالمثل ، فإن علاج  (.IL-10و  IL-6،  (TNFα) في حين لم يلاحظ أي اختلاف كبير مع IL- 1 beta في حدوث زيادة كبيرة في إنتاج  Metالنتيجة: تسبب 

 لم يحدث تغييرا كبيرا في جميع السيتوكينات. Metأو بالاشتراك مع 

 خلال هذه الأمراض. METيكون له تأثير كبير على عمل  Ss. وبالتالي، فإن LAL-Tخلال  IL-1βعلى وجه التحديد على التعبير عن  Metالخلاصة: سوف يعمل 

 .نميتفورمي سيلينيوم، ،T ، السيتوكينات، سرطان الدم الليمفاوي الحادالنواة اتيداحأ :الكلمات المفتاحية 
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