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Introduction

INTRODUCTION

Le cancer est un véritable probléme de santé puali§elon le rapport annuel de I'organisation neladi

de la santé (OMS), publié en décembre 2008, cedtadie est devenue I'une des principales causes de
mortalité dans le monde, et le nombre de cas degtaaibler d'ici 2030". La lutte contre le cancer
représente donc plus que jamais un enjeu mondiapdttance, d’autant plus que la charge du cancer
sur les finances des pays ne peut que continuéal@uslir. La recherche porte aujourd’hui sur la
compréhension des bases moléculaires, énergétejugneétiques impliquées dans les mécanismes de
'oncogenese, la recherche de cibles diagnostjgremostique et thérapeutique, et le développemant d

arsenal thérapeutique approprié.

Le cancer du sein représente la premiéere causeodalité féminine dans la tranche d’age de 35 a 55
ans®. Son incidence augmente dans la quasi-totalitépegs, qu'ils soient industrialisés ou en voie de
développement : cette augmentation étant en moyden&% par art®. L'équipe « Biomolécules et
Cibles Cellulaires Tumorales » (Faculté de médedmd'université de Limoges) est particulierement
impliguée dans la recherche de molécules présedéamneffets protecteurs et thérapeutiques suringrta
cancers hormono-dépendants tel le cancer du seinoBbreuses investigations ont été réaliséeslafin
vérifier 'activité de ces substances en matiérempriétés antiprolifératives et antinéoplasigés

La premiére étape de nos travaux consiste a extedia synthétiser un composé polyphénolique, le
resveratrol. Ensuite nous poursuivons la synthéselaelix substances inhibitrices du métabolisme
énergétigue a savoir, l'acide 3-bromopyruvique (B4) et Il'acide o-cyano-4-hydroxy-3-
méthoxycinnamique (ACCA), dérivé de l'acidecyano-4-hydroxycinnamique (CHC). Finallement, en
nous basant sur les éléments dégagés lors des émtdgieure$, nous cherchons a confirmer que le
traitement par ces composés induit des activitéiprahfératives sur le développement du cancer du

sein.
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Le resvératrol a la capacité de bloquer ou d'inhibeerses étapes du développement du cancer du sei
en exercant une activité antioxydante, en bloglarmirocessus inflammatoire, et en altérant le cycle

cellulaire, ce qui, par conséquent, induit la statian de la mort cellulaire programm@és?®)

Une étude récente a montré que les cellules cars#Egenammaires affichaient également une senéibilit
au traitement par le 3-BrPA qui, en inhibant lacglyse, permet d’engendrer I'arrét du cycle ceitela

et d'induire I'apoptosé.

Le passage du pyruvate et du lactate a traversnégsbranes cellulaires et les membranes internes
mitochondriales s'effectue & I'aide des transpogenonocarboxylates (MCTSEY*®. Du fait qu'aucune

étude complémentaire aux travaux effectués sumibition des MCTs par le CHC n’a été effectuée a ce
jour, la seconde étape de notre travail est coéseaar une tentative d’élucidation des mécanismes
successifs au blocage du transfert du lactate gbyduvate a travers la membrane plasmique et de
démontrer que le déclenchement du processus degmmst directement impliqué dans la mort des

cellules cancéreuses mammaires observeée lorsitenteat par 'ACCA.

En paralléle aux deux étapes de recherche quil'tbjet de nos travaux de theése, et afin de mettre
evidence d’éventuelles propriétés antiproliféragjveynergétiques ou potentialisatrices de nos [isodu
sur le développement du cancer du sein, nous destésl’effet antiprolifératif résultant de 'agsation

du resveératrol, 3-BrPA ou ACCA avec les médicamehtmiothérapeutiques utilisés dans le traitement

du cancer du sein : la doxorubicine (Dox), le ®ftwracile (5-FU) et le cyclophosphamide (CPA).
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I. Le cancer en tant que contexte de recherche

I.1. Définition et données épidémiologiques

« Cancer » est un terme général appliqgué a un grange de maladies qui peuvent toucher n’importe
guelle partie de I'organisme. On parle aussi deetuns malignes ou de néoplasmes. L'un des traits
caractéristiques du cancer est la proliférationideapde cellules anormales qui, au-dela de leur
délimitation normale, peuvent envahir des partiesarps adjacentes et essaimer dans d’autres argane
formant ainsi ce qu'on appelle des métastases.nt&astases sont la principale cause de décés par le

cancer?,

De ce fait, le cancer constitue I'un des problémesanté publique a I'échelle mondiale et I'une des
préoccupations majeures en matiere de recherclsetoaies les régions du monde. Selon les estingtion
de 'OMS, plus de 20 millions de personnes de pambnde sont atteintes de cette maladent 7.6
millions décedent chaque année, soit environ 1u%0thl des décés. L'ampleur de cette morbidité n’a
fait que croitre au cours de ces 100 derniéreseanméais cette observation doit étre mise en relation
avec I'augmentation constante de la proportionadedpulation agée ou trés ageet amplifiée par le

fait que la probabilité de développer un cancenarge avec l'age.

La pathologie oncologique a fait irruption aveculénce dans les pays en voie de développement, au
point gu’elle pése lourdement sur le fonctionnenusd systemes de santé de ces pays. Plus de 70% des
déces par cancer surviennent dans les pays adadenus ou a revenus intermédiaires. D’apres les
projections, leur nombre devrait augmenter pouradsgr, selon les estimations, 11 millions de

personnes en 2030 & I'échelle mondi&le

En Algérie, le cancer est aussi devenu I'une dasesaessentielles des décés. Environ 30 000 nouveau
cas de cancers sont diagnostiqués chaque annéeymeaugmentation de plus de 50% du nombre de
cas depuis une décennie. Une meilleure accessibilidiagnostic et aux soins est devenue indisplnsa
pour la politique de santé et repose sur les dppelments structurels et stratégiques. Les annéesia
doivent étre consacrées a une véritable politiqudéleloppement des soins et de prévention du iIgance

quel qu'en soit le typ&®.
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Les cancers qui, chaque année, entrainent le phmsl gnombre de déces sont ceux du poumon, du sein,
de l'estomac, du foie, et du cblon. Les types deeanales plus fréquents ne sont pas les mémes chez

I'hnomme et chez la femni®.

Le tabagisme est le facteur de risque le plus itapgrentrainant dans le monde 22% de la mortadité

le cancer et 71% des déces par le cancer du pouruomer provoque de nombreux types de cancer,
notamment ceux du poumon, de I'cesophage, du lada¥a bouche, de la gorge, du rein, de la vessie,
du pancréas, de I'estomac et du col utérin. Preg08é du poids du cancer pulmonaire peuvent étre
attribués au seul fait de fumer. Il a été prouvé lgutabagisme passif, également connu sous ledgom

tabagisme environnemental, provoquait des cancgnsomaires chez des adultes non-fumébrs

I.2. Origine possible du cancer

Le cancer est le résultat d'une dérégulation detesyes de contréle de la croissance cellulaire, une
dérégulation qui entraine la prolifération anarakiget incessante des cellules, accompagnée de
l'inhibition des processus de mort cellulaire peogmée (apoptose). L’apoptose est un cas de mort
cellulaire programmée suivant une séquence d’évenencellulaires, cytologiques, bien précis, décrit
en 1972 par Kerr, Wyllie et Currie. Elle concereemtonde animal et constitue le cas le plus étudié d
mort cellulaire programmée. Elle permet I'élimimatid’une cellule sans provoquer de dommages (ou

stress) aux cellules environnantes.

Le terme apoptose désigne un tableau morphologagsociant condensation cytoplasmique et
chromatinienne, fragmentation de I'acide désoxyrimdeique (ADN), bourgeonnement de la membrane
plasmique et perte de I'asymétrie membranaire (ealisation de la phosphatidylsérine membranaire);
la synthese de macromolécules est parfois requiss changements sont rapidement suivis de la

phagocytose des cellules mortes (Figure 1).
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Figure 1. Modifications morphologiques des cellules au cale$apoptosé™

L’apoptose est contrdlée par deux voies distingeesignalisation. L'une fait intervenir des récejpsede
« mort », membres de la famille des récepteursadiefir nécrosant des tumeurs (TNF) qui présentent u
domaine intracellulaire de mort, et l'autre void e&gulée par les protéines de la famille Bcl-2 qui
impliquent le relargage du cytochrome C de la nhitowrie. L'ensemble de ces voies aboutit a
I'activation d’enzymes protéolytiques, les Cystefspartate Specific Proteases (caspaséy)
L’'apoptose présente alors une fragmentation desawgyune condensation de la chromatine, une

rétraction du cytoplasme et la formation de cogpepéotiques®?.
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Parmi les récepteurs de « mort » (DR), il existeéleepteur CD95 (FAS/APO-1) et les récepteurs du

TNF @¥. La partie cytoplasmique du récepteur CD95 contien domaine de  «mort » qui lie des

protéines adaptatrices, tel que le domaine de &« sassocié au ligand de FAS (FADD) apres activati

du récepteur. FADD possede un domaine effecteuk daort » (DED) qui recrute des protéines

contenant DED, tel que la pro-caspasé”8 Les membres de la famille Bcl-2 sont représepsésune

vingtaine de protéines pro et anti-apoptotiques.rdte des sous-ensembles pro et anti-apoptotiques

détermine la susceptibilité des cellules a s’engages la mort cellulaire programmée. Bax, Bak, Bok

Bim, Bad, Bid sont des protéines pro-apoptotiguessaque Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-W, Al et MCL-1 sont

des protéines anti-apoptotiqué¥. Les diméres de protéines anti-apoptotiques sé $ier la membrane

externe de la mitochondrie et préviennent le relgegdes activateurs des caspases, alors que les

protéines pro-apoptotiques augmentent la permé&abitiembranaire et induisent le relargage du

cytochrome C?® (Figure 2).
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Figure 2. Différentes voies de I'apoptosg’
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Par conséquent, l'inhibition de ce processus abauta formation, au sein du tissu, d’'une masse de
cellules anormales appelée tumeur. Bénignes, ocesuits sont petites, localisées et peuvent étneesti
par chirurgie. Devenues malignes, elles se nomgemter, qui peut infiltrer les tissus voisins, dagcer
aprés ablation de la tumeur, ou essaimer par tersgscirculatoire dans d'autres organes ou se fdarme

des métastases.

L’équipe de Pantel a mis en place un modele deasgarle métastatique qui permet de souligner les
différentes voies de disséminat®h Quand la dissémination des cellules tumoralesnoemce trés
précocement dans le développement tumoral, un gsanccentage de cellules de la tumeur primitive
acquiert la capacité de métastaser. Les cellule®rales qui se retrouvent a distance, aprés avoir
emprunté la circulation sanguine, meurent ou résten phase GO. Ces cellules dormantes sont
insensibles a la chimiothérapie traditionnelle qilble les cellules a division rapide. Elles sont
responsables de I'apparition de métastases tar(ijuedques mois ou années apres la tumeur prifitive
29 Les cellules cancéreuses peuvent également dismém partir de la tumeur primitive jusqu’au
ganglion lymphatique durant les premiéeres étapels deoissance tumorale. Ces cellules proliferént e

forment des métastases solides dans les gangjimmphatiques (Figure 3).
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Prinmary turmour

Mature Reviews | Cancer

Figure 3. Modele du processus métastatique. Les cellulesralesdisséminent a partir du site primitif

par voie lymphatique (fléches rouges) ou par véimétogéne (fleches bleuéd)

De plus, les cellules tumorales subissent destatilaps meétaboliques et développent des mécanismes
de résistance a I'apopto§®. Cette résistance tumorale est la conséquencéategements multiples,
aucun n'est mutuellement exclusif.

Les cellules cancéreuses améliorent la signalisatimi-apoptotique, augmentent la réparation d®NA
endommagé et réactivent les protéines dénaturée€es changements résultent de l'interaction entre

les facteurs génétiques du sujet et les agentdexts pouvant étre classés en trois catégories:
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» Les cancérogenes physiques, comme le rayonnenteatiolet et les rayonnements ionisa

»= Les cancérogenes chimiques, comme lante, les composants de la fumée du tabac, I'afte
(contaminant des denrées alimentaires) ou I'arggaituant de I'eau de boisso

» Les cancérogénes biologiques, comme des infedtioes a certains virus, bactéries ou para

Le vieillissementest un autre facteur fondamental dans I'apparitiorcancer. En effet, I'incidence
cancer augmente de facon spectaculaire avec bi@geyraisemblablement a cause de I'accumulatist
risques tout au long de la vie, conjuguée au faé s mécanmes de réparation cellulaire perd
généralement de leur efficacité avec I'®Y,

Dans ce cadre, la recherche en oncologie poursuitiauble objectif : I'exploration de stratég

thérapeutiques innovantes et la mise en placdalhaatle préventioniblant les sujets a risque

[.3. Traitements anticancéreuxactuels

La chimiothérapie anticancéreuse constitue, avebilargie et la radiothérapie, un élément esskedé
1'arsenal thérapeutique anticancéreux d'aujourd®®. De plus en plus soent, la chimiothérapie
apparait comme un des éléments essentiels de tomdragmme de traitement anticancér
multidisciplinaire efficacé®?. D'autres approches médicamenteuses sont en codévd®ppementtl
viennent d'étre ajoutées a l'arsenal tpeutique telsque les anticorps monoclonaux (herceptine).
modificateurs de la réponse immune (interfeix2; Interleukine II), les inhibiteurs de l'activi
protéinetyrosine kinase (imatinib), les vaccins antitumasdas inhibiteurs de I'angiogére, la thérapie

génique et/ ou cellulaire.

Cependant, la conséquence importante qui est lig@rpriété principale de ces produits sur lasitiv
cellulaire, est d'affecter de la méme facon ledulesd tumorales et les cellules saines et

particdierement les tissus présentant un taux de rentaumeht important

10
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La majorité des effets toxiques observés décowentette propriété : myelosuppression, troublede
cicatrisation, retard de croissance (enfants)jlisé¢tératogénicité, alopécie, atteinte des muiges des
voies digestives, etc. Ces substances peuvent rd&genearcinogéniques. Enfin, ces produits provofjuen
tres souvent des nausees et vomissements séwsgasltediminuent la compliance des patients. Déautr

effets toxiques sont observables de facon spéeifsgivant les cas.

De fagon générale, les chimiothérapies utilisééssagt en entrainant des dégats intracellulaicufes
a 'ADN), s’accompagnant d’'une surproduction deicadx libres, qui aboutissent soit a la mort
cellulaire par apoptose, soit a la survie (FigyteClle-ci survient lorsque la cellule a réussiéttre en
place des « parades » efficaces (réparation denm$€£&DN, amplification du systéme antioxydant

réduisant les radicaux, etc.), qui lui permettentéparer les dégats, et/ou de s’y adapter.

La cellule peut aussi expulser les chimiothérapiesniveau de sa membrane cytoplasmique vers le
milieu extérieur par surexpression du transporteamsmembranaire P-glycoprotéine 170, une protéine
appartenant a la famille des transporteurs de fiasiée triphosphate (ATP), associé au phénotypei Mul
Drug Resistance (MDRJ?.

11
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Figure 4.
Schéma des séquences conduisant la chimiothéréijmiduction de I'apoptos€®

Quels que soient les mécanismes de chimiorésistdaont tous nécessairement tres consommateurs
d’énergie, et induisent des dégats d’autant plysomants. De ce fait, les résultats sont encordegia

des attentes, et la mise au point de nouveaux cespa potentiel anticancéreux qui seraient plus
sélectifs en n’affectant pas les cellules normass indispensable pour pallier a la toxicité des

traitements anticancéreux actuels.

12



Rappels bibliographiques

Il. Cancer du sein

[I.1. Définition

La notion de « cancer du sein » releve d’'une notaame genérique qui fait référence a tout un
ensemble de proliférations néoplasiques de la glandmmaire qui different tant du point de vue
histologique qu’en ce qui concerne leur comporteém@mlutif. Le terme de « cancer du sein » ne
désigne que les tumeurs malignes du sein, potiemieht agressives, tandis que le terme de « tutheur
sein » désigne a la fois les tumeurs malignes @ghés. Le terme « carcinome » ou « épithéliomat» e
parfois utilisé, comme synonyme de « cancer ». éalité le carcinome est un terme spécifique de
morphologie microscopique (histologique) qui désides types les plus fréquents du cancer du sein

d’origine épithéliale.

La plupart des tumeurs malignes du sein sont déscadrcinomes développés soit a partir des cellules
épithéliales des lobules glandulaires (carcinonoesilbires), soit a partir des cellules épithéliades

canaux galactophores (carcinomes canalaires) etsement environ 98% des carcinomes mammaires
(36)

I1.2. Epidémiologie et facteurs de risque

Le cancer du sein est le cancer le plus fréquestt thfemme. Une femme sur 12 en sera atteinte a un
moment de sa vi&. Il représente 8 & 10% des tumeurs féminines amonde, et est responsable de
20% des déceés dus aux cancéfs De nos jours, plusieurs facteurs de risque deldppement du
cancer du sein sont reconnus, mais, aucun factayrurétre impliqué directement dans I'étiopathagén
de ce cancer, a l'exception de la transmissionditéné de certains génes de prédisposition, ingkq
dans 5-10% des cas de cancer du sein. Ainsi, plssigatégories peuvent étre identifiees avec des
risques relatifs décroissants : les risques pranoip les risques importants, les risques d’'impasan

mineure ou dont 'importance reste a déterminer.

13
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» Les risques principaux

Le sexe est le principal facteur de risque de qatigcesein puisqu’il concerne 99 % des femmes cdhtre

% des homme$® *Y) Aprés le sexe, I'age représente un facteur inapogour tout type de candér *®

Le cancer du sein affecte tres rarement les fenteenoins de 30 ans, mais plus une femme avance en
age, plus le risque d’en développer augmé&it&. L’'hérédité joue aussi un role important: 5 a 1066
cancers du sein sont dus & une prédisposition igéréf>*". Plusieurs génes sont connus comme

associés a un risque accru de ce type de canced dsgortent des mutatiof$.

* Les risques importants

Les maladies histologiques du sein, méme bénigriasi que les antécédents de cancer, quels gu'ils
soient, peuvent augmenter le risque de cancer uu Agant 'age de 40 ans, I'exposition du tissu
mammaire aux radiations ionisantes est susceptibl@rovoquer un cancer du sein dans les années
ultérieures, dans la mesure ou ces radiationsaotées endommagent '’ADN. L'origine géographique
influence aussi le risque de cancer du sein. Gpieimugmente plus de 4 fois si la patiente estenée

Amérique du Nord ou en Europe du Nord comparé ¥emene née en Asie ou en Afrigtfe.

* Les risques modérés
Beaucoup d'autres facteurs de risques liés au medée tels que la consommation réguliére d'aléSol
49 le tabagismé® %Y I'obésité ®* 5¥ une alimentation riche en grais$®s®% la contraception orale

%) et bien d’autres peuvent favoriser le risqueatecer du seiff® **)

14



Rappels bibliographiques

I1.3. Mécanismes cellulaires et moléculaires de lzarcinogenése mammaire

La cancérogenese mammaire est un phénoméne nioitithc Lorsque les géenes qui régulent la
prolifération et I'apoptose des cellules épithégalde la glande mammaires sont altérés, ces cellule

deviennent tumorales.

La progression tumorale peut étre définie commastétavolution de cellules déja cancéreuses vers un
phénotype hautement malin caractérisé par un petemvasif et métastatique. Au cours de ce

processus, les cellules cancéreuses du sein sobbis®s nombreuses altérations génétiques et
épigénétiques les rendant aptes a quitter le isswaire ®®°®. Les mutations somatiques du géne de la
protéine p53 (phosphoprotéine nucléaire) sont eBssr dans approximativement 20 a 30% des
carcinomes mammaires et semblent précéder le gipesiment des tumeurs de phénotype invasif et
malin ®%®Y). Les cellules tumorales porteuses de ces mutationplus de probabilité d'étre invasives et

peu différenciée$?.

Concernant le statut estrogénique, approximativérs®na 80 % des tumeurs du sein expriment le
récepteur des estrogénes (BRfumeurs ER +). Ces tumeurs ont tendance a croitre modérérsent,
plus différenciées, et sont de meilleur pronoSfic La perte de I'expression de ERst corrélée a une
résistance a I'hormonothérapie ainsi qu'a un maupabnostic®. La surexpression du récepteur du

facteur de croissance épidermique (EGF) est reé®dans 25% des tumeurs invasives du&in

Des tests$n vitro ont montré que l'invasion par les cellules métagteess du cancer du sein était modulée
par 'augmentation de I'expression de métallopre¢danduites par I'EGF ou bien par 'augmentatien d
l'activité protéolytique de l'urokinase ou de laoduction du plasminogéne activateur de l'urokinase
(UPA) induite par le facteur de croissance tumofaieF) 1 ©®. La réduction de I'expression de
nombreux génes suppresseurs de meétastddm@3| KiSS1, BRMSICAD1 (E-cadhérine), KAI1,
MKK1), par des mutations, des délétions ou des pertestédozygotie, caractérisent les tumeurs

hautement métastatiques comme la perte de I'expreda récepteur ER®®.

15
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lll. Stress oxydatif et implication dans le dévelopement du cancer

ll.1. Généralités
De fagon générale, le stress oxydant se définitneertant un déséquilibre en faveur du taux des pro-
oxydants, celui des especes radicalaires de 'mg/gROS), et au détriment de I'efficacité des sys®

de défense (antioxydants), avec comme conséquiapgatition de dégats irréversibles pour la cellule
(67)

Parmi toutes les espéces radicalaires susceptibles former dans les cellules, il convient dardjsier

un ensemble restreint de composés radicalairepaent un role particulier en physiologie et queisio
appellerons radicaux libres. Ces derniers dérivent'oxygene par des réductions a un électron tels
I'anion superoxyd&O.s et le radical hydroxyle OHs, ou de l'azote, teflenoxyde d'azote NO-. D'autres
espéces dérivées de l'oxygéne, dites espécessadivéoxygéne, comme l'oxygéne singuiét, le
peroxyde d'hydrogene (B,) ou le nitroperoxyde (ONOOH), ne sont pas desceadi libres, mais sont
aussi réactives et peuvent étre des précurseuradiEzux libres. L'ensemble des radicaux libredeet

leurs précurseurs est souvent appelé Espéces Wisatt 'Oxygéne ou RO%.

Produites en trop grande quantité, les ROS peugatriner de profondes modifications dans la
structure de substrats biologiques comme les mpredéiles lipides, les lipoprotéines ou 'ADN. De ce
fait, le stress oxydant est impliqué dans de tggsbreuses maladies (cancer, cataracte, sclér@saléat
amyotrophique, syndrome de détresse respirataite eaedéme pulmonaire, vieillissement acceléré), etc.
comme facteur déclenchant ou associé a des coitiptisade I'évolution. La multiplicité des
conséquences médicales de ce stress n'a rienglersamt car, selon les maladies, celui-ci se Isesdi

au niveau d'un tissu et de types cellulaires palics. Il mettra en jeu des espéces radicalaires
différentes et sera associé a d'autres facteuiables et a des anomalies génétiques spécifiqubague

individu ©2,
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[11.2. Implication des especes oxygénées activéeans le développement du cancer
La cancérogenese est donc un processus complekesgguentiel menant une cellule de I'état saima u
état précancéreux et, finalement, a un stade peédecancer. Le développement du cancer se dinise e

trois grandes étapes (initiation, promotion et peggion) dans lesquelles le stress oxydatif edigom

L’étape d'initiation débute lorsque des agents a@tpiras carcinogenes se fixent sur I’ADN. Des lésions
peuvent également se produire sous l'effet de tiadgmionisantes ou de rayonnements ultravioletssD
ce cas, les ROS, jouent un réle important danttation du matériel génétique des cellules. Lécehd
hydroxyle s’attaque a la guanine, base puriquetitatige de I’ADN, qui se transforme en 8 hydroxy—2
déoxyguanosine. Ceci a comme conséquence l'apparitfiune mutation au niveau de I'ADN
(Schémal).

0
M
N HoM ™ g M
NH :
</ \ HO O
+ OHe
=
H N NH, OH
Guanine 8 hydroxy—2' déoxyguanosine

Schémal.

L’'oxygéne singulet réagit aussi avec la guaninerdoumer un autre dérivé oxyde, la 8-oxo-7, 8-

dihydroguanine (Schéma 9.

N o HzNYH H O
(T L sl

Guanine 8-0x0-7, 8-dihydroguanine

Schéma 2.
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Les ROS peuvent aussi agir comme messagers se@siffaien modifiant dans la cellule la régulation
rédox du glutathion (GSH) qui est un agent antiexgdmportant. Il en résulte une activation de la
thiorédoxine (TRX) qui active le facteur de tramsiton nucléaire kappa B (NF-KB) normalement dans
un état inactif dans le cytoplasme. Une fois actiedNF-KB migre dans le noyau de la cellule opalt

transactiver des géenes cibles. Il participe deotéesa la synthese de nombreux médiateurs comme des

protéines d’adhésion impliquées dans le processugdeloppement du cancer (Figure 5).

Stress oxydatif
/
|[ / Membrane cellulaire ]
NF-KB Inactif
v
Cytoplasme Mitochondrie Phosphorylation
«—
EOA e L
NF-KB Ak
p50 p65
|
Transcrlptlon de genes Noyau
Protéines anti-apoptotiques Inhibition de p53
T CANCER <«

Figure 5. Implication du stress oxydant dans la genése doecdfY
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La promotion est un processus pouvant se prolopgedant plusieurs décades au cours desquelles la
cellule initiée se transforme en cellule pré-nésigilae. Ce processus peut se produire spontanément o
étre induit par un promoteur tumoral comme lesdlgi alimentaires, les hormones ou méme une
inflammation (une source importante de productierR®DS). Ces facteurs vont permettre le maintien du
caractere immortel de la cellule lors de sa mudion. Les cellules pré-néoplasiques ont une
apparence externe modifiée, perdent leur fonctraginale, et se différencient en adoptant de ndasel

propriétés.

La derniéere phase de propagation (progression)causcde laquelle les cellules pré-néoplasiques
évoluent en cellules néoplasiques ou cancéreusesspond a un emballement du processus tumoral da
a l'incapacité de I'organisme de reconnaitre conamamales les cellules cancéreuses, a la persistanc
du facteur causal ou a des perturbations dans éemmsmes de défense (systemes de réparation de
'ADN permettant, par exemple, I'excision des baeggdées induites par une augmentation du stress
oxydatif). Une fois formées, les tumeurs malignesstituées d’'un nombre considérable de cellules
peuvent envahir les tissus avoisinants ou essawees d’autres organes et former des tumeurs

secondaires appelées métast&ées

IV. Mécanismes physiologiques des antioxydants dates prévention du cancer

IV.1. Antioxydants

Le terme d'antioxydants est employé pour caraeteiis ensemble de substances ou composés, de
natures diverses, dont la caractéristigue commshele s'opposer ou de contréler I'accumulation des

ROS au niveau cellulaire. Cette propriété leur mrdiagir directement ou indirectement en tant que

moyen de défense contre les espéces réactivescgigdhe ™.

Expérimentalement, il a été bien prouveé que lemaydants présentent des activités anticancéreuses
seulement en piégeant les ROS, mais aussi en ategménréponse immunitaire, en stimulant les génes

récessifs du cancer et en diminuant I'expressiomaigénes ou en inhibant I'angiogenése des tumeurs
(74)
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Les polyphénols regroupent une grande diversit&odgoses chimiques, qui se distinguent par la eatur
de leur squelette carboné et par une multituderolerigtés et d'action pharmacologiques bénéfiies
Les propriétés antioxydantes qu'ils manifestent sonvent mises en avant pour rendre compte de ces

effets bénéfiques.

Tout d'abord, le pouvoir antiprolifératif des dé&svpolyphénoliques a été étudié sur de nombreuses
lignées tumorales cellulaires. L'inhibition de laolgération cellulaire fait intervenir plusieurs
mécanismes d'action tels que des modificationsadgahsduction des signaux engendrés par les
facteurs de croissance ou les hormones, la liasmt les récepteurs cestrogéniques présents sur
certaines lignées de cellules tumorales, le blodageycle cellulaire en différents points et lamgtiation

de l'apoptosé’®. Limplication des dérivés polyphénoliques dars peocessus de régulation du cycle
cellulaire peut avoir des répercussions sur l'itidacde I'apoptose induction de la protéine p587,

modulation des protéines Bcl2 et B&

IV.2 Le Resvératrol comme cible thérapeutique trésprometteuse dans la prévention et le

traitement du cancer

IV.2.1 Présentation générale

HO

y or

HO
Figure 6.trans-3,5,4’-trihydroxystilbene otrans resvératrol

Le resvératrol (3,5,4-trihnydroxystilbene) (Figuég est un polyphénol de la famille des stilbénes,
constitué par deux noyaux phénoliques reliés parliaison éthylénique. C’est une phytoalexine qui a
été isolée pour la premiere fois des racinesvdratrum glandiflorum Opar Loes en 1940, puis des

racines duPolygonum cuspidaturan 1963. Actuellement, d’autres plantes ont éghtiiées comme

source de resvératrol telles que les raisins rqugesacahoueétes, etc.
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Cependant, ce n’est qu’au cours des années quagegue les premiéres propriétés thérapeutiques du
resveratrol furent révélées lorsqu’'une équipe deratfeurs a remarqué que des racines séchées de
renouée du Japo@lygonum cuspidatumutilisées depuis des siécles par les médeciadgivnnelles
japonaise et chinoise dans le traitement de towtvemtail de maladies incluant des maladies foraggqu
des allergies, différentes inflammations de la petades hyperlipidémies, avaient comme principaux

principes actifs le resvératrol et ses glucositfés

IV.2.2 Potentiel thérapeutique du resvératrol

En 1985, des chercheurs ont découvert I'activitéabmique clé du resvératr8P. En travaillant sur des
leucocytes de rats, ils ont montré que le reswa#rgiossédait une puissante capacité a inhiber la
production d’eicosanoides. Ceux-ci sont des conmgpasé20 atomes de carbone comprenant des
prostaglandines, des thromboxanes et des leukesiémui interviennent dans les réactions

inflammatoires et I'agrégation plaquettaire.

Depuis, plusieurs scientifiqgues ont concentré letrevaux sur les activités thérapeutiques du
resveratrol. A ce jour, plus de 4000 études ont migour les propriétés anticancéreuses, anti-
inflammatoires, anti-infectieuses, cardioprotetive  anti-aggrégantes, antioxydantes,

immunostimulantes, antidiabétiques et neuropratady etc... de ce composé.

De part ses multiples propriétés thérapeutiquesiiege aux résultats trés prometteurs rapportésarsc

de la premiére conférence internationale qui stEsbulée en septembre 2010 sur le resvératrol, ce
dernier peut étre considéré actuellement commeeldes molécules d’avenir fondant le plus d’espoir
non seulement dans la prévention mais égalemetldarmaitement de nombreuses pathologies tel que

le cancer.

IV.2.2.1. Prévention des maladies cardiovasculaires

Le resvératrol interfere avec de nombreux mécargsméorigine des maladies cardiovasculaires. En
effet, grace a son puissant pouvoir antioxydantprivtege les lipides de la dégradation par la
peroxydation et inhibe fortement la synthése par pgiaquettes de la thromboxane dont le role est

particulierement important dans le développemestdaladies cardio-vasculairés.

21



Rappels bibliographiques

Des études récent&é 8 ont également montré, chez des sujets en bonmé, spre la supplémentation
en trans-resvératrol augmentait la production ddexyitrigue, un composant essentiel dans le bon

fonctionnement du cceur et des artéres.

IV.2.2.2. Une activité anti-inflammatoire
Des chercheurs ont rapporté que le resvératrabaithia libération des cytokines pro-inflammatoists
ont démontré son efficacité dans le traitementidddmmation provoquée par une Iésion de la moelle

épiniere®?,

IV.2.2.3. Resvératrol et cerveau

Dans une étude préliminaire, des chercheurs dévéesité du Missouri ont montré que le resveératrol
protégeait le systeme nerveux central du stresslatifyet stoppait I'oxydation des particules de
lipoprotéines qui initialisent la mort des cellulesuronales conduisant a la manifestation posdiblia

maladie d’Alzheimef®®.

IV.2.2.4. Resvératrol et longévité
Dans un rapport largement médiatisé par Howitoetgoupe en 2008%, des chercheurs de la Harvard
Medical School et les laboratoires de recherchenBloont démontré que le resvératrol activait un

« gene de longévité » dans la levure, ce qui emantgit la durée de vie de 80%.

IV.2.2.5. Prévention des multiples étapes de la a@nogenése

Les propriétés anticancérogenes du resvératrot aténmises en évidence que tres récemment. @est |
premier composant naturel capable de bloquer anhitber diverses étapes du développement d’un
cancer et, cela, dans différents types de cantieest efficace dans les trois phases du procedsus

cancer : initiation, promotion et progression.

En effet, une étude récen®@ montre que I'organisme convertit le resvératroliaragent anticancéreus,
le piceatannol (Figure 7), capable de cibler ddkiles cancéreuses sans léser les cellules sdbees.
plus, associé a des cytokines naturelles (TNFpoilrrait étre une alternative plus efficace et moin

toxique dans le traitement clinique du carle®r
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Figure 7. Piceatannol

Par ailleurs et & une dose facilen obtenue par la seule alimentation, le resvératitubie la croissanc
de cellules cancéreuses du sein et bloque I'effempteur de croissance de I'acide linoléic®?. Il
diminue également de facon prononcée le nombra daille des Iésions préce«€reuses au niveau

colique®® 1)

Enfin, et sans étre exhaustif, le resvératrol mxarcer une activité chemopréventive sur le cadue
poumon en réduisant la formation des métaboliteséagénes tels que le benzopyr®. Aussi, il
semble impljué dans l'activation du systéme immunits®® et joue un role important dans
suppression de la prolifération cellulaire et lition de I'apoptose au sein des tumeurs pancreéss

9 et du myélome multiple huma®®.
IV.2.3. Mécanismes anttancéreux du resvératrc

IV.2.3.1. Effet antioxydant

Le resvératrol présente des actions antimutagéresiexydantes importantes. Il inhibe la formatoter
radicaux libres ainsi que l'apparition de dommamegiatifs causés a 'ADN et qui sont a Igine du
développement du cancer. Le resvératrol particggglement, & la prévention des pathologie:
diminuant significativement les marqueurs du st@sglatif comme I'albumine glyquée dans le sé|

et la 8hydroxyguanosine dans les urir

IVV.2.3.2. Inhibition du processus inflammatoire

Jang et ses collaboratedt® ont rapporté que le resvératrol s’opposait a kacti’'un composant q
favorise la croissance des cellules cancéreusaesjdé linoléique, réduisant ainsi I'activité
cyclooxygénases, des prostaglandines et des leucotrienegagmiisent le processus inflammatoi

I'angiogenése tumorale et la carcinogén
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IV.2.3.3. Altération du cycle cellulaire et apoptos

Parmi les autres mécanismes par lesquels le résiéeaerce des propriétés anti-tumorales, on touv
linduction de I'apoptose. En effet, les travauxXengjun Li et coll. en 20087, ainsi que ceux de Jing
Cui en 2010 démontrent que le resvératrol a la capacité nakesent d'augmenter I'expression des
protéines Bax proapoptotiques, qui sont les prometele la mort cellulaire programmée, mais
également de diminuer la régulation de la survivies Bcl-2, Bcl-x et des protéines anti-apoptasu

qui sont impliquées dans la prolifération et I'ayggnese tumorale.

Cela a pour conséquences la libération du cytocar@nmitochondrial et une activation des caspases 9
et 3, ce qui est a l'origine de l'induction de kggiose au sein des cancers pulmonaires, épitkgliau

pancréatiques, mammaires, hépatiques, prostatejuwesophagiques (Figure 8).

< - Ll =T
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W / ' xR alk caspase-9 T
T

AWm\L

2 -9

Ql caspase-3

procaspase-3
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o

Figure 8. Réle du resvératrol dans I'induction de I'apopt&se
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Le resveératrol possede également des propriétgs@ifiératives importantes sur de nombreuses kgnée
cellulaires cancéreusé$® Y tout comme il provoque des blocages au niveauptieses GO/G1 et
G2/M (102, 103)

V. Les inhibiteurs des centrales énergétiques comme unelle stratégie thérapeutique

anticancéreuse

V.1. Généralités

Contrairement a la plupart des cellules sainegqgisient leur énergie en métabolisant le glucoskesu
acides gras, et ou les mitochondries sont les ipang producteurs d'ATP (>90%), les cellules
cancéreuses fabriquent la majorité de leur ATP étabolisant directement le glucose en acide lagtiqu
méme en présence d'oxygéne (effet Warbif§) L'acide lactique, déchet de cette transformatist,
libéré dans la matrice extracellulaire ou le pHidume. Les cellules normales sont ainsi soumisesea u
agression chimique de la part des cellules tumsrake qui les affaiblit et les détruit, laissanplace a
'expansion de la tumeur. De cette maniere, lauteltumorale peut croitre et se développer méme en
'absence d’oxygene. De plus, par ses métastasellule tumorale préleve le sucre présent dans le

pool sanguin pour continuer la production de sof?&T appauvrir en nutriments les cellules saines.

Les nouvelles stratégies thérapeutiques consistiente fait, a détruire ou a prévenir les canagenms,
ciblant leurs usines de production d'énergie, éedire, "les centrales énergétiques”. Dans ceegtmt
certains inhibiteurs énergétiques ont été propasésme des agents potentiellement anticancéreux
contenu de leur efficacité dans le traitement ffémints types de canceté® 9

V. 2. Mécanismes anticancéreux du 3-BrPA

La caractéristique principale des cellules can@&@gest 'augmentation de la glycolyse anaérolae. L
est l'intérét considérable du 3-BrPA. En effetdeenier, de part son analogie structurale avacide
lactique, a la capacité d’interrompre la productgiycolytique d'ATP dans les cancers a croissance
rapide en inhibant I'hexokinase (HK}*'?(Figure 9).
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Growth factor
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Cytosol

3-BrP4

& APOPTOSIS

Figure 9. Inhibition de I'nexokinase par le 3-BrPA?

Nelson a signalé en 2002 que les cellules canséselnépatiques sont réduites a 10%, sans dommage
apparent au niveau des cellules saines, a ladwiite prise d’'une dose unique du 3-BrPA, ce quigétsy

que ce dernier posséde une sélectivité tumoraledélet une faible toxicité®®. Un autre groupe de
chercheurs a précisé que les cellules cancéreusgerésentaient une sensibilité moindre aux agents
chimiothérapeutiques, pourraient étre efficacendémtuites par inhibition de la glycolyse en utitisée
3-BrPA (1),

Une étude récente a rapporté que le 3-BrPA inhikignificativement la prolifération de la lignée
cellulaire cancéreuse MCF-7 en fonction du témflsLes cellules MCF-7 exposées au 3-BrPA ont
montré une diminution de I'expression de la Bclt2lg mutant p53, un processus largement associé au

programme de signalisation de la mort cellulaimgpammée.
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V.3. Impact de l'acidification intracellulaire par le CHC dans linhibition de la production
énergétique au sein de la cellule tumorale

Le passage du pyruvate et du lactate a traversnégabranes cellulaires et les membranes internes
mitochondriales s'effectue a I'aide des MCH%. Des études in vitr&®07 117 124 125t révélé que
I'approche qui consiste en l'inhibition des MCTigyés au sein de la membrane plasmique et chargés d
véhiculer le lactate vers le milieu extracellulaipar certains agents tel que le CHC, peut induire
accumulation du lactate au cceur de la cellule tataat une réduction du pH intracellulaire, favanis

ainsi l'arrét de la croissance et la mort cellel&i?).

De plus, les résultats trés récents de Tanakallaboecateurs (20114 et ceux de Diers et son groupe
(2012) % démontrent que le mécanisme qui consiste & cialdibération du lactate et & inhiber la
consommation du pyruvate, en utilisant le CHC, gatentiel clinique important sur le développement
des tumeurs gliales et mammaires, respectivemantifeurs, I'efficacité de l'inhibition des MCTsar

le CHC, sur des modeles de cancer du sein et deofdate a également été avalisée par des études in
vivo chez la sourf*?**Y yalidant ainsi cette stratégie comme trés promsétedans le traitement du

cancer.

Par conséquent, suite aux données trés encouragegutont été apportées par ces récentes reelserch
dans le traitement du cancer, il serait nécessaijeurd’hui, de développer davantage ces résyptats
des études plus approfondies, permettant de nestteeidence I'impact des mécanismes d’acidification

cellulaire dans le déclenchement du processus afqyp.
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Pour bien comprendre les travaux que nous avoasta#fs en synthese organique, il est utile de ggéci

le cadre général dans lequel ces travaux ont atisés ainsi que les objectifs qui leur ont étégass.

Les propriétés du resveratrol, notre molécule déreéce, sont nombreuses et variées, comme nous
'avons décrit dans l'introduction de ce manusclid principale caractéristique qui a retenu notre
attention est que cette substance, dans toutegBeises biologiques, ne présente aucun effetradaioe
indésirable connu a ce jour. De plus, dans le deendu cancer, son inhibition de la croissance des
cellules tumorales n’affecte en rien les cellulesnas, au contraire de toutes les substances anti-

tumorales connues en usage dans le passé et qaésédat.

Ces observations nous ont fait émettre trois hygssh :

1°. Si le resvératrol contribue de maniére bénéfigan seulement a la préservation de la santé, mais
aussi a son maintien et cela, sans effets advessesgssociation aux traitements anticancéreuxrgiour
déboucher sur une diminution des doses adminisa&gmr conséquent, sur une réduction de la gravit
des effets secondaires des anticancéreux classiques

2°. La syntheése ciblée de quelques dérivés du rasgk pourrait conduire a la mise au point de
substances a activité biologique plus ample que del composé de départ et, dans le meilleur dgs ca
ces substances seraient dotées d'une activitduianatile plus sélective que celle des anticancéreux
connus a ce jour.

3°. Enfin, il découle de ces deux hypotheses IF&ttéle vérifier si 'association de ces dérivés au
traitement antitumoraux classiques pouvait sergitest pour évaluer leur impact sur le traitemant |

méme, ainsi que sur la contribution de ces nouveslldstances a la chimiothérapie ciblée.

Sur cette base, notre travail ne vise pas en t#it@risynthése de molécules nouvelles ou originaiess
dans un premier temps, il a pour objectif de dispal resvératrol pour pouvoir vérifier la validdé
nos hypotheses. Ensuite, cette substance servinmatiére premiere pour élaborer deux composeés
originaux qui contribueront, eux aussi, a la védfion de ces mémes hypothéses. Enfin, I'assoniatio
resvératrol-inhibiteurs des centrales énergétige#alaires est intéressante afin de disposer diisien

globale susceptible de nous orienter dans lesuraftdurs.
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Par conséquent, cette these n’est pas une tha&sendie pure, mais plutoét une these de chimie omani
appliguée a la résolution d’une problématique lgmoe, justifiant par la sa dénomination de dodtdea
chimie bio organique. Les substances synthétisgéescue leurs propriétés sont largement connues da
la littérature. Par conséquent, nos identificatise$eront par comparaison avec les données slesoita

les propriétés physico-chimiques trouvées dansdEsiments de spécialité. Dans cette partie, nous
allons décrire trois syntheses : la premiere di de I'acide 3-bromopyruvique, substance qui pdss
une analogie structurale avec l'acide lactique @t gelon Warburg, possede la propriété de court-

circuiter le processus énergétique de cellules tates®?.

I. Synthese de I'acide 3-bromopyruvique (3-BrPA)
Elle s’effectue par un processus tres simple comonent au schéma suivant :

0]

0
)J\ Bl‘z, CCI4 )J\
> Br
HyC Co,H  50°C, 45min, 85% \c CO,H
Hy

Schéma 3. Synthese de l'acide 3-bromopyruvique (34BA) [1]

Le traitement de I'acide pyruvique par le bromesdenCC} en présence de I'acide sulfurique conduit a
un mélange qui est débarrassé du solvant pouetaise pate. Cette derniere est mise a séchertans
dessiccateur sous vide muni de pastilles de KOH'qnechange chaque jour jusqu’a la formation d’un
solide, signe de la fin du séchage. Lorsque le aghest terminé, on obtient un solide légérement
marron fondant & 80°C (lit. 79-82°€§? avec un rendement de 85%. Son spectre RMN essitrise,

car constitué uniqguement de deux singulets a 5,928,828 ppm.

Il. Synthese de I'acidar-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique (ACCA)

La deuxieme synthése est celle de TACCA. Dandtti@rature, il est dit que cette substance empéthe
sortie de I'acide lactique produit au sein de ¢defitumorales, ainsi que son épanchement dandi@imi
extérieur. Ce phénomeéne est vital pour la prolifératumorale et le développement des métastases. E

effet, un pH acide est nocif pour les cellules sgjmais pas pour les cellules tumorales.
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Ces derniéres survivent dans un milieu acide gfilisant les cellules saines. De plus avec ce pHl, |
cellules tumorales n'ont pas la capacité de sendrpadans I'organism&%). Par conséquent, il était
important de disposer de ce composé pour Vérifier synergie éventuellement bénéfique avec les
traitements antitumoraux existant.

L’ACCA est synthétisé selon le schéma décrit cisdes et le processus commence par une estérificatio

de I'acide cyanoacétique en présence d’acide sgifer

OH OEt

EtOH /H"
NC . NC
o Reflux 3h,48% (@)

Schéma 4. Synthese du cyanoacétate d’éthyle [2]

Au cours de cette réaction, il est important disgit une quantité catalytique d’acide afin d'éviker
passage du cyanoacétate d’éthyle au malonate tBétloyrespondant. A la fin de la réaction et apres
élimination de I'exces d’alcool et neutralisatioa kexces de l'acide avec du carbonate de sodiem, |
mélange réactionnel est séché puis distillé sods pour donner I'estdR] attendu avec un rendement
de 48% (Ebullition 97-98°C/16myg). Ce produit montre les caractéristiques spedtralgvantes dans
l'infra rouge : disparition de la bande caractéist du carboxyle avec apparition de la bande du
carbonyle de I'ester & 1745 &mtout comme le maintien de la bande caractéristiggi la triple liaison
CN vers 2200 cih

Par la suite, cet ester est engagé dans la réagtiomise I'obtention de 'ACCA comme illustré ci-

dessous.
EtO,C HO,C
CN CN

CHO e ne”

NCCH,CO,Et K,COy/MeOH

EtONa,61% 98%

OMe OMe OMe

OH OH OH

Schéma 5. Synthese dw-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamate d’éthyle (ACCE]3] et de I'acide
a-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique (ACCA) [4]
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On prend soin de disposer de réactifs bien anhyglves la suite de cette synthése. Dans une premiere
étape, la mise en présence de l'ester cyanoacéétjuae la vanilline dans I'éthanol anhydre, avec
I'éthanolate de sodium comme catalyseur conduit-&yano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamate d’éthyle
[3] avec un rendement de 61%. Le spectre infra roegaqt de confirmer le maintien du groupe cyano

dont on voit la bande d’absorption vers 2200'cm

L’hydrolyse de la fonction ester pour arriver &clide correspondant est effectuée avec I'hydroxyale d
lithium ou le carbonate de potassium dans le mélhetrd température ambiante. Le produit obthu
avec un rendement de 98%, est identifié par ldmtgues classiques. En effet, la RMN dans le GDPCI

montre le signal de I'acide a 9,82 ppm ainsi guei@ki proton vinylique a 7,60 ppm.

lll. Synthése du resvératrol

Enfin, la troisieme partie est consacrée a la ®gghdu resvératrol. La structure de ce composé est
donnée ci-dessous et son analyse rétrosynthétauesgsortir deux synthons essentiels, fragnieet
fragmentB, qui sont & la base de notre schéma général dailtrll s’agit de dérivés aldéhydique et

haloalkyle du crésol et du phénol.

CH,Br

CHO CH,Br CHO
ou ou
MeO OMe MeO OMe
OMe OMe

Schéma 6. Fragments A et B du resvératrol
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Tous ces synthons sont des produits connus dafifélature. Ces derniers peuvent aisément étre
engageés dans une synthése de Wittig ou d’Arbusay @looutir a la double liaison souhaitée entre les
deux cycles phénoliques. Pour cela, la synthéssranencé par la préparation de quelques précurseurs
indispensables qui peuvent étre obtenus par lageségs représentées dans le schéma suivant.

cocl CHO
SOCh LiAIH (OBut) 5 [7]
R > MW: 136.15
COH b.p.: 118-121°C
d=1.123
] OMe & OMe
CH,OH
OMe | LAH,
5
5] T eo% CH,Br
MW: 152.15
m.p.: 183-185°C
8]
MW: 201.06
MW: 138.17 b.p.: 91°C
m.p.: 22-25°C OMe 421379

Schéma 7. Synthese des précurseurs du fragment B

Il est bien évident que seules les séquencesabhdsen fonction des disponibilités de notre latmire
seront retenues.
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Na, reflux 20mn

'

(CH40),S0, 72%

OH OCH,

Schéma 8. Synthese de l'acide p-méthoxybenzoiqué [5

Le premier précurseur préparé est 'acide p-méthemgoiqud5]. Il est obtenu par méthoxylation de
I'acide correspondant avec le diméthylsulfate efspnce de sodium. Le spectre infra rouge indique la
présence des bandes C-O-C du groupement méthogyl@&0 crit, tandis que son point de fusion

correspond & celui décrit dans la littéraftdd

Ensuite [5] est engagé dans une réaction de réduction aveéllpsur fournir un liquide blanchéatre qui
se solidifie au repos a température ambiante etaguwine température de fusion de 25°C. Les
caractéristiques spectrales IR de ce solide mantlarement la disparition du groupe carbonyle de
I'acide & 1712 crhet I'apparition des vibrations du groupement hygte vers 3200 cih. Ces résultats

confirment bien la conversion ¢ en alcool p-méthoxybenzyliqyé].

Selon le méme protocole, nous avons aussi prépgrériéthoxybenzaldéhyd@é] qui a été obtenu avec
un rendement de 50%. Ce composé se conserve ldiffient ; c’est pour cela qu'il n'a pas été retenu

pour la suite des opérations.

La troisiéme étape consistait a synthétiser leatAaméthyl-p-méthoxybenzeni8] en faisant réagir le

composé[6] avec l'acide bromhydrique en présence d’acide Hglfie. La réaction aboutit a la
formation d’'un liquide jaunatre avec un rendemeat&®%. En IR, la vibration de la liaison C-Br
apparait vers 700 chet la disparition de la bande OH de I'alcool ingigt que le produit obtenu

correspond au 1-bromométhyl-p-méthoxybenzgsie
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o H o H
Na, reflux 2h
(CH30),S0,, 93%
HO OH H;CO OCHj,4

Schéma 9. Synthese du 3,5-diméthoxybenzaldéhyde][10

Le 3,5-diméthoxybenzaldéhydi#0] est obtenu par méthoxylation du 3,5-dihydroxyb&iétaydeavec le
diméthylsulfate en présence de sodium. La disparitie la bande OH et I'apparition de celle du

carbonyle correspondant & 1683 tpermettent de I'identifier facilement.

Le processus que nous avons adopté est celui dawetoUS qui nous a permis d’aboutir au resvératrol
(124)

Reflux ICI)
MeO—OCHZBr + P(OEty —— HOOCH?(OEtb
8] [°]
i. NaOMe
CHO
i [10]
MeO OMe
Y
MeQ
HQ Pyridine/HCI / O OMe
’ /- . o= O
MeO
HO
Resvératrc [12] 3,4',5-triméthoxystilbér [11]

Schéma 10. Synthese du resvératrol [12]
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Lel-bromométhyl-p-méthoxybenzef8d est traité avec le triéthylphosphite a 165 °C powaduire le
phosphonatd9]. Ce dernier a été choisi comme réactif intermégliatar il est bien connu que les
phosphonates conduisent généralement a une daailstenl de configuratiotrans lors de leur réaction

avec les aldéhydes et cétones.

La condensation de9] avec le 3,5 diméthoxybenzaldéhydi][ en présence de NaOMe, aboutit a la
formation du 3,4',5-triméthoxystilbéndJ], un solide qui est essentiellement identifié d@bgrace a
son spectréH RMN(8, CDCly): 3,78 (s, 9H, OBl5), 6,37 (t,J= 2,10Hz 1H, Ar), 6,64 ( dJ= 2,10Hz
2H, Ar), 6,82 (dJ=8,70Hz 1H), 6,85 (d,)=15,9Hz 1H, =C-H), 7,00 (dJ= 15,9Hz 1H, =C-H), 7,35 (d,
J=9,0Hz 2H, Ar) et®C RMN : 55,4 ; 99,7 ; 104,5 ; 115,8 ; 126,3 ; 128]28,9 ; 129,7 ; 139,9 ; 155,9 ;
160,9.

Ce dernier est converti en resvératfbP] par démeéthylation avec le chlorure de pyridiniurtegroduit
obtenu posséde un point de fusion égal de 254°Gspeetre'H RMN dans le DMSO-gdu produit
obtenu et recristallisé dans un mélange éthanol:e&), montre les signaux suivants : RMN (300MHz)
(6, DMSO-dg): 6,13 (t,J=2,1Hz 1H, Hp), 6,40 (dJ=2,10Hz 2H, Ho), 6,73 (dJ= 8,40Hz 2H, Ho"),
6,82 (d,J= 16,5Hz 1H, =C-H), 6,94 (dJ= 16,5Hz 1H, =C-H), 7,40 (dJ= 8,70Hz 2H, Hm), 9,21 (s,
large, 2H, OH), 9,59 (s, large,1H, OH). Pour sa,darRMN *°C donne les signaux suivant89,1 ;
101,8;104,3; 115,5; 125,7; 127,9; 128,1 ;,33957,2 ; 158,5. Le spectre IR montre les ppalas
bandes suivantes : 3285 (OH), 1606-1444 (doubleimatique), 1326 (déformation O-H), 831 ‘cm
Y(phényle bi et trisubstitué).

IV. Extraction du resvératrol

IV.1. A partir d'un produit commercial (espéce Polyganum cuspidatum)

La forme commerciale du resvératrol, notamment Bedrol BIOVEA, est constituée par des
comprimés dosés a 250mg comportant également dégsadont il fallait se débarrasser pour disposer
du produit pur. La formdrans du resvératrol étant la plus active, et comme eBé susceptible
d’isomériser en configuratiocis sous I'effet de la lumiére, I'extraction s’effeetdans I'obscurité pour
empécher ce processus. Apres un broyage manueodgwzimés, I'extraction s’effectue a chaud dans
I'éthanol pur. Aprés évaporation du solvant, leduib est récupéré sous forme d’'une poudre beige qui

est recristallisé dans un mélange éthanol/eauw(%)9
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. Les caractéristiques spectrales identifient etagnt le resvératrol fondant a 250°C. Le spectre IR
montre les bandes caractéristiques de 1400-160b en8200 crit correspondant respectivement au
doublet aromatique et aux OH phénoliques, QuaatRMN dans le CDG]J elle indique les signaux des
groupements OH a 7,35 et 7,38 ppm ainsi que cesxpd&ons vinyliques a 6,95 ppm confirmant la
présence de I'isometeansgrace a une constante de couplage de 16Hz.

IV.2. A partir de la peau des raisins rouges (espewitis viniféra)
Le resvératrol existe dans la nature sous forma dlucoside. Pour éviter son isomérisation, tolges

opérations d’extraction et de conservation somtotffees a I'abri de la lumiére.

OH
OH
HO,, .0 X
T
HO”

= OH
\OH

Schéma 12. Glucoside du resvératrol

Toujours a I'abri de la lumiére, les peaux de ragint décongelées a température ambiante. L’é¢xmac
s’effectue également avec I'éthanol pur et ledtltest centrifugé avant d’étre analysé par HPL@stI
utile de signaler que la teneur de la vigne enéegrol dépend de la quantité des phytosanitametig
sont appliqués pour la protéger : plus le traitenash faible, plus grande sera la teneur en regoeéra
Cela signifie que le resvératrol constitue un pbatotaire naturel que la vigne sécréte pour setgeot

des agressions extérieures (pucerons, champighansres agents agressifs).

En Algérie, la vigne étant généralement traitéeysnoe pouvions pas nous attendre a une teneur
significative, au point de prendre cette plante m@rsource rentable de resvératrol. En effet, comme
nous avons pu le constater par HPLC, on n'obtierg des traces de produits aprés extraction de la
pulpe, ce qui rend difficile son isolation. Par séquent, la HPLC ne peut servir que d’outil
d’identification qualitative. En présence d’'un étglle chromatogramme de I'extrait laisse appardér

pic dutransresvératrol avec un temps de rétention de 40,0Tanheétection étant faite dans 'UV a 306
nm.
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I. Matériels et méthodes
Les listes des réactifs et du matériel sont sitdées les annexes du document.

I.1. Les lignées cellulaires, les réactifs et lesilimux de culture

La lignée cellulaire épithéliale humaine immortedle sein HBL100 ainsi que les lignées humaines de
'adénocarcinome mammaire MCF-7, T47D et MDA-MB 2&bviennent de ’American Type Culture
Collection (Manassas, VA, USA). HBL-100 et MDA-23harboring mutant p53), T47D (harboring
mutant p53), et MCF-7 (harboring wt p53). Elles tsmspectivement mises a croitre dans le DMEM
(Dulbecco's Modified Eagle Medium), RPMI-1640 (Re$WPark Memorial Institute medium) et MEM
(Minimum Essential Medium Eagle). Les milieux ddtere sont supplémentés avec 10% de sérum de
veau feetal (SVF), 1% L-glutamine et 1% de péniwlistreptomycine. Le milieu MEM est supplémenté
davantage de 0,1mM d’acides aminés non esserflEl8A) et de 10pg/ml d’insuline. Tous les milieux
de culture et les suppléments ont été obtenus féeTliechnologies (Saint Aubin, Francée MTT (3-
(4,5-dimethyl-2-thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetraamin  bromide) et l'annexin V-Pl staining kit

proviennent de Calbiochem (Calbiochem, Darmst&#tmany).

2mM de la solution mere d'ACCA (I'acide alpha ogatthydroxy-3-methoxycinnamique) sont préparés
dans le dimethylsulfoxide (DMSO) et conservés a201’'ACCA est ajouté aux cellules aux
concentrations indiquées. En ce qui concerne le@enla concentration de DMSO utilisée €€9.1 %
(v/v). Les solutions sont stérilisées avec ddasefil seringue de 0.22 um et la solution mére aséali

dans un milieu sans sérum, a la concentrationefiagigée.

Nous aimerions signaler que les produits de systligsignéD1 et D2 et qui interviennent dans la
description des différents tests réalisés ont néodés résultats tellement prometteurs qu’ils paemta
déboucher sur des principes actifs originaux. Ddaiteet pour des raisons compréhensibles, ni leur

synthése et encore moins leurs structures ne sggéootlées.
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|.2. Culture cellulaire

I.2.1. Caractéristiques des lignées cellulaires
Les caractéristiques des lignées humaines canedrells sein utilisées au cours de ce travail sont
mentionnées dans le tableau 1.

Tableau 1. Caractéristiques des lignées cancéreuses

Lignées cellulaires Acronyme Type de cancer Origine
M.D. Anderson] Carcinome  ductg Métastase : effusiop
MDA-MB-231 Metastatic Breast | invasif pleurale
Michigan Cancef Carcinome  ductg Métastase : effusioh
MCF-7 Foundation -7 invasif pleurale
Carcinome  ductgl Métastase : effusiop
T47D invasif pleurale

I.2.2. Décongélation des cellules

Les lignées humaines proviennent de I’American T@péure Collection. Les cellules sont décongelées
rapidement dans un bain-marie a 37°C jusqu’a resdaiqu’un seul glacon. Le contenu du cryotube
(1ml) est transféré dans un tube de 15 ml conteéhamtde milieu froid, tout en aspirant et en rééot a
'aide d’'une pipette (afin d’homogénéiser la suspem et diluer le diméthylsulfoxyde (DMSO). Les
cellules sont ensuite centrifugées pendant 5 mr0@0 Irpm puis re-suspendues dans leur milieu
(aspirations et refoulements avant d’étre étalées des flasques. L’incubation s’effectue a 37%Dss

une atmosphere de G&®5%.

[.2.3. Trypsination des cellules

Les cellules cancéreuses doivent étre diluées gelesisont a confluence. Pour cela, le tapis leéthi
est lavé 2 fois avec une solution PBS dilué auednd. Apres I'ajout du volume de trypsine nécessaire
les cellules sont incubées pendant 5 min a 37°€ 5d de CQ(jusqu’a ce que les cellules soient bien
décrochées et dissociées). Le volume nécessaireitieu est additionné dans la flasque aprés
l'incubation, afin de bloquer I'action de la trypsi La suspension cellulaire est transférée dartahe
pour une centrifugation de 5 mn a 1000 rpm et apérature ambiante. Au bout de ce temps, le
surnageant est éliminé et le culot cellulaire estuspendu dans le milieu cellulaire adéquat a¥éirte

dilué dans des flasques pour une nouvelle incubatio
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I.3. Estimation de la viabilité cellulaire par exclsion du bleu trypan

Le bleu trypan est un composé toxique qui pénedres des cellules. Les cellules vivantes sont cagsabl

d’expulser le bleu trypan dans le milieu extradalhe grace aux transporteurs d’ATP Binding Cassett
(ABC). Ces protéines membranaires utilisent I'hygse de I'ATP comme source d’énergie pour
expulser les molécules cytotoxiques hors de laileellLes cellules mortes, ne produisant plus d’ATP,

sont incapables d’expulser le bleu de trypan paggssent donc de couleur bleue.

Les cellules (3x1Y) sont ensemencées en plaques 6 puits : deux smritsconsacrés & chaque lignée
(HLB100, MDA-MB 231, MCF-7 et T47D) et chaque lignést traitée avec 0 et M d’ACCA pour 1,

2, 3, 6 et 10j. Au bout de chaque période, leseamlisont éliminés et les cellules sont lavées £ doec

le PBS, trypsinées puis centrifugées a 1000 rpndg&n5mn a température ambiante. Les culots
cellulaires sont remis en suspension dans lesuxili culture puis diluées a 10% en présence de ble
trypan (lui-méme dilué a 10% dans le PBS). Lesutssl vivantes excluant le bleu trypan sont comptées

sous microscope optique sur une cellule de Malassez

I.4. Mesure de la viabilité cellulaire par le testle clonogénicité

Pour une étude aigle du traitement, les cellulexérauses MDA-MB 231, MCF-7 et T47D sont
d’abord incubées a 20% de confluence dans desstgt@étri (BP) de 60 mm de diametre. La formation
des colonies est mesurée apres traitement paredifés concentrations d’ACCA (0, 25, 200 uM) s de
cellules a 70% de confluence. Apres 48h de tratdmes cellules sont trypsinées, centrifugées, re
suspendues dans leur milieu de culture puis énwaéndr cellules de Malassez. Elles sont de nouveau
mises dans des BP de 100mm de diamétre a une tebité 1000-2000 cellules/BP et les clones sont
incubées pour 3 a 4 semaines (en triplicata). Leeunde culture est renouvelé tous les 4 a 5 jols.
bout de ce temps, les cellules sont fixées dans &é#%anol et maintenues dans du bleu de Coomassie

pour le comptage des colonies.
I.5. Mesure de la proliféeration cellulaire par le 3(4,5- diméthylthiazol-2-yl)-2,5-diphényl

tétrazolium bromide (MTT) assay.
La mesure de la prolifération des cellules cansag@st réalisée grace au MTT assay.
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Ce test est basé sur la réduction du MTT par lehytiogénases mitochondriales dépendantes du
NADH ou du NADPH. Tandis que le MTT est de coulgume, le formazan, produit de la réaction, est
de couleur violette. Les cellules mortes ne prashtipas de cristaux de formazan. L'intensité de la
coloration violette est donc fonction de la promortde cellules vivantes. En pratique, les lignées
cellulaires cancéreuses sont ensemencées dansadaspde 96 puits & une concentration de 1* 10

cellules/puits dans leur milieu de culture.

Aprés 24h d’incubation, elles sont traitées avecdencentrations présentées dans les tableaux32 et
pour 24 et 48h respectivement. Le contrble estétavec 0,1% de DMSO. Au bout de ce temps, les
milieux sont éliminés et remplacés par 100 pl deitwm de MTT (5mg/mL) par puits. Apres 3h
d’'incubation a 37°C, 100pL de SDS a 10% sont afode la lecture des plaques s’effectue par
spectrophotométrie visible a 550 nm et 590 nm. Qbagssai a été effectué en double. Ce test de
prolifération cellulaire est utilisé pour évaluardytotoxicité de nos produits sur les différerigsées

cellulaires.

Tableau 2. Concentrations des produits utilisés danle MTT assay, sur les lignées HBL100,
MDA/MB 231, MCF-7 en fonction du temps et de I'ajoti d’'un traitement conventionnel (TC)

T(H) |Produit | RES (uM) | ACCA 3-BrPA D1 (uM) | D2 (uM)
(LM) (g/ml)

24 -TC 100 200 25 100 100

48 -TC 100 200 25 100 100

24 +TC 100 200 25 100 100

48 +TC 100 200 25 100 100

Tableau 3. Concentrations de I'ACCA, utilisées danke MTT assay, sur les lignées HBL100, MDA-
MB 231, MCF-7 et T47D en fonction du temps

T (h) 24 48
cuw |o [25 ][50 | 1oo] 150] 200] of 25 0] 10p 190 200
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I.6. Etude de I'apoptose par cytométrie en flux

10° cellules/BP (@ 35mm) des différentes lignées caitas MDA-MB 231, MCF-7 et T47D sont
traitées avec 0 et 200uM d’ACCA pour 48h a 37°C, 6@. Au bout de ce temps, les cellules sont
lavées deux fois avec du PBS et récupérées apmas &e centrifugation a 1000 rpm et a température
ambiante. Le surnageant est ensuite éliminé atdidgles sont re-suspendues dans le tampon paur u
concentration finale de 5x/nl.

195uL de la suspension sont transférés dans unemautube pour FACS dixés avec 5ul de
FluoresceinlsoThioCyanate (FITC) conjuguée a I'aim& pendant 10 min a température ambiante et a
I'abri de la lumiere. Ensuite, elles sont de nouvkvées avec 1 ml de tampon (140 mM NacCl, 10 mM
HEPES/NaOH, 2.5 mM Cagl puis re-centrifugées a 1000 rpm. Aprés élimimatdu surnageant,
190uL de tampon sont additionnés et la suspensgitulare est fixée avec 10uL d’iodure de propidium
(IP) a 1pg/ml pendant 15 min a I'obscurité. Liaité apoptotique est analysée par le cytométriusn
(BD FACS Canto).

I.7. Analyse de I'expression des MCT1, Bax et Bcl42ar western Blot

1.7.1. Principe de la technique

Le western blot est une méthode de protéomiquéségilpour détecter, par immunomarquage, une
protéine spécifique dans un échantillon a l'aiden dinticorps spécifique pour cette protéine. Apres
extraction, les protéines de I'échantillon sontséps selon leurs masses moléculaires par éleotegEh

au travers d'un gel de polyacrylamide en préseec8atlium Dodécyl Sulfate (SDS) le plus souvent. |l

s’agit alors de la technique SDS PolyAcrylamide Blektrophoresis (SDS-PAGE).

Les protéines sont alors transférées sur une mamlle nitrocellulose ou de PolyVinylidine DiFluazid
(PVDF) sous l'influence d’'un champ électrique. Resrochages non spécifiques entre les anticorps et
certains constituants de la membrane existent @dail d’interactions hydrophobes. Ces interactions
vont produire un bruit de fond. En pratigue, poimiduer ce marquage aspécifigue, un mélange
contenant des protéines et des macromolécules (eolantait) est appliqué sur la membrane avant

I'incubation de I'anticorps (saturation des sité8atdractions non spécifiques).
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Afin de caractériser la protéine d’'intérét, la meame est ensuite incubée avec 'anticorps speeifitpl
cette protéine (anticorps primaire). Apres uneesé@e lavages, le complexe antigéne-anticorps fashé
reconnu par un deuxiéme anticorps dirigé spécifitgreg contre I'anticorps primaire (anticorps
secondaire). Cet anticorps secondaire est hal@toelit lié & la peroxydase qui, par ajout de luminol

permet l'identification de la protéine d'intérét paimiluminescence.

I.7.2. Modalités de traitement
Les cellules ont été incubées en présence de@ai 2l d’ACCA pendant 48 h a 37°C, et sous 5%.CO

1.7.3. Lysats cellulaires

Les cellules sont lavées 2 fois avec du PBS, mutsrhpon de lyse [Tris (pH 7.5), 50 mM; EGTA 5
mM; NaCl, 120 mM; a-glycérophosphate 20 mM; Nonidet P-40 1%; Na pyogphate 15 mm;
NaF 50 mM; Na orthovanadate 10 mM; fluorure de pirdathylsulfonyle 0.5 mM; aprotinin 10
pg/ml; leupeptin 10 pg/ml; glycerol 20%] est dép(s@0ul/BP) sur les cellules pendant 10 a 30 mn a
4°C. Le tapis cellulaire est gratté et les cellident recueillies puis centrifugées (12 000 rpmmAa

4°C). Les lysats cellulaires sont dosés en pregat echantillonnés par iDpuis stockés a -80°C.

I.7.4. Dosage des protéines
Le dosage des protéines dans les échantillongasté par le kit Bio-Rad pour déterminer le vodude

prise d’essai pour chaque échantillon afin d’obtenméme concentration de protéines.

I.7.5. Electrophorese par SDS-PAGE, transfert et inunodétection des protéines

En présence de SDS, les protéines sont chargéasivaeigent et migrent vers I'anode en fonction de
leurs masses moléculaires, aprés application dhamp électrique. 50 pug de protéines sont mises en
solution dans 6 pL de tampon LaemmLi 5X (9 mL degan LaemmLi 5X contiennent : 0,4 g SDS ; 2,5
mL Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 ; 5 mL glycérol ; 2 mg biele bromophénol). Le volume est alors ajusté a 30
pL avec du PBS. Les échantillons ainsi que 5 plmduqueur de masse moléculaire, sont séparés par

SDS-PAGE, et transférées a travers des membranagaleellulose.
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1.7.6. Migration

Les gels de polyacrylamide (1mm d’épaisseur) sontés entre deux mini plaques de verre (protean Il
cell, Biorad). Compte tenu des poids moléculairgtendus de Bax (25KD) et Bcl-2 (26KD), la
migration est réalisée dans un tampon de migrd#6nmM Tris Base ; 192 mM glycine ; 0,1% SDS).

Apres 2h, la piste de migration est découpée (lés pt la partie gel de concentration).

1.7.7. Transfert

La membrane PVDF est préalablement mouillée dar®dteanol pur puis, trempée dans I'eau jusqu’a
totale réhydratation et rincée dans le tampon aestert (25 mM Tris Base ; 192 mM glycine ; 0,03%
SDS m/v) pendant 10 mn. Le transfert sur membrafieAP(Bio-Rad, France) est réalisé a l'aide de la
cuve de transfert (Bio-Rad). Aprés le transfertniembrane PVDF est saturée pendant 2h a 4°C dans du
TBS- Tween (5% de lait écrémé dans 10 mM Tris/HOQ mM NaCl et 0.1% Tween-20, pH 7.6).

1.7.8. Incubation avec les anticorps

Les membranes sont incubées, en présence desrpsitfpamaires dissous dans le TBS-Tween: lapin
anti-MCT1, souri anti-Bax, lapin anti-Bcl-2 (Sar@auz Biotechnologies, CA) et anti-EF-1a (Millipore,
Billerica, MA), pendant une nuit & 4°C. Les memlamsont ensuite lavées vigoureusement (3 x 15 mn)
dans du TBS-Tween avant addition des anticorpsnskiai@s. L'incubation avec ses derniers est réalisé
dans du TBS-Tween 0,05% pendant 45mn, suivie dgalureux lavages de 10 mn dans du TBS-Tween
0,05%. La révelation s’effectue a l'aide du kit devélation par chimiluminescence (Pierce, Perbio
Science France SAS, France), composé dune sold®ruminol et d’'une solution de peroxyde
d’hydrogene. En milieu alcalin, I'oxydation du lumi par le peroxyde d’hydrogéne produit une
émission lumineuse. Cette réaction de chimilumieese est catalysée par la peroxydase de Raiftat et
guantité de lumiére émise est proportionnelle guiantité de catalyseur. Ainsi, I'anticorps secorelast

détecté grace a cette réaction de chimiluminescence
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Pour ce faire, la membrane est immergée dans lengelchimiluminescent, constitué de volumes égaux
des 2 solutions du kit ( 250uL) et 1 ml de PBS p@nd mn, égouttée, couverte d'un film plastiques p
exposée en cassette a un film photographique (fiypéM ECL, Amersham Biosciences,France)
(autoradiographie) pendant 1 a 10 mn. La positiancdmplexe immun sur la membrane est alors

visualisée apres révélation du film.

1.8. Tests de migration, d’invasion cellulaire et @ tumorigénicité in vivo

Les tests de migration et d'invasion Transwell &t effectués dans une chambre Boyden modifiée (BD
Bioscience, Bedford, MA, USA). En résumé, le Mzdtia été réhydraté pendant 2h a température
ambiante par addition a chaud de milieu de celllDMEM sans sérum. Les puits de la chambre
inférieur ont été remplis avec du DMEM contenarfrol@e NuSerum, et les chambres sont assemblées
en placant une membrane non couverte entre les atimpnts inférieurs et supérieurs selon les
instructions du fabricant. Les MDA-MB231 ()Gont suspendues dans le compartiment supér@s d

le milieu DMEM sans sérum contenant 0.1% de BSACOCA est ensuite additionné, en fonction de sa
concentration (25, 100 et 200uM), dans le comparim supérieure pour une incubation de 48h a
37°C au sein d’une étuve a 5% de-CEn ce qui concerne la migration, les cellules@sont placées
dans le compartiment supérieur des chambres BioSlggtlémenté avec les concentrations d’ACCA
mentionnées ci-dessus. Les puits du compartimeiérienr ont été remplis avec du RPMI 1640
contenant 10% de NuSerum et les chambres de cltagueartiment ont été assemblés similairement a
la méthode décrite ci-dessus. Le test de migratiété effectué a 37°C pour une durée de 15 a ¥h. L
cellules qui envahissent ou migrent a travers lanbrane couverte sont fixées et colorées avec le RAL
555 staining kit. Les cellules colorées sont comptet normalisées relativement au nombre de cgllule
ensemencées. L'expérience a été répétée 3 foisl @haans 10 champs ont été comptés a chaque
expérience. Le tesin vivo de tumorigénicité a été effectué comme décrit guémment™®?.
Brievement, les cellules exponentiellement croissmaMDA-MB 231 ont été suspendues dans du PBS et
mixées avec du Matrigel (Ratio 1 :1), puis, 100 geLcellules (2x19 sont injectées en sous-cutanée
(s.c) sur le flanc droit de chaque souri. Une samaipprés l'injection tumorale, les souris sonttées
avec 'ACCA (25umol dans 20Qu ®?®) cinq fois/semaine & partir de la premiére semajni suit
l'injection sous-cutanée des cellules tumoralestdiex de croissance tumorale a été déterminé comme

décrit précédemmefit®),
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[.9. Analyse statistique
Les résultats ont été analysés statistiquementilesant le logiciel SPSS 18.0 et représentés egevine
+ SEM. La comparaison entre les groupes a ététaffecpa le testt de student et p < 0,05 a ¢

considéré comme étant significe

[I. RESULTATS

[I.1. Effets du resvératrol et du -BrPA sur la prolifération du cancer du sein par leMTT assay

Afin de déterminer I'impact du resvératrol et ¢-BrPA sur la polifération cellulaire au sein des ligné
cancereuses mammaires humes, les cellules MC-7 et MDA-MB231 ont été traitées avec
resvératrol a 100uM et duBPA a 25 pg/ml. Par comparaison avec le groupéraipries résultats
indiquent que le traiteemt & 100uM de resvératrol a un effet inhibitegngicatif sur les lignées MCF-
7 et MDA-MB231,in vitro, et progressi en fonction du temps (Figures 10 et 11). Cependardyne
diminution significative n'a été observée avec -BrPA a 25 pug/ml surels deux lignées cellulaires

ceci quelque soit le durée du traitems

MDA-MB 231

0,1
0,08 -
0,06 m24H

0,04 - 0484

0D Value {590nm)

0,02

C RES 3-BrPA

Figure 10.Effet inhibiteur du resvératrol (RES) 100uM et -BrPA 25ug/ml sur la croissance ¢
lignées MDA/MB 231

47



Etude biochimique

0,16
0,14
0,12

0,1
0,08
0,06

OD Value (590nm)

0,04
0,02

MCF-7

RES

3-BrPA

H24H
O48H

Figure 11.Effet inhibiteur du reswatrol (RES) 100puM et du BfrPA 25ug/ml sur la croissance ¢

lignées MCF-7

[1.2. Mécanismes impliqués dans I'inhibitionin-vitro du cancer du sein par ’ACCA

[1.2.1. Effet de 'ACCA sur la viabilité des cellules cancéreuses du sein et sur la forman des

colonies

Pour mettre en évidence I'activité de 'ACCA suwlabilité des cellites cancéreuses, les lignées M-
MB 231, MCFY et T47D ont été traitées av 0 et50 uM d’ACCA pour 1, 2, 3, 6 ou 10 jours. Au b

de ce temps, la détermination di viabilité cellulaire a été réalisée plartest d’exclusion aulue

trypan. Une baisse importante du nombe cellules excluant le bleuypan a été observée,

comparaison avec le contréle (Figure=-15). Par contraste avec les cellules tumoralelveillantes du

sein, le traitement des cellules épithéliales haeminormales immortelles HBL100, avec la mi

concentration d'ACCA, n'a pas eu d’'influence suerbissance des cellules HBL100 (Figure
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De plus, afin de confirmer I'activité inhibitriceed’ACCA sur la prolifération cellulaire, les celés
cancéreuses humaines mammaires ont été exposé&sentes concentrations d’ACCA (0, 25, ou 200
pHM) pour 48h. Ensuite, les lignées cellulaires MBDIB- 231, MCF-7 et T47D ont été, de nouveau,
ensemencées a une densité (1000-2000 cellulestBfRaydees sous incubation durant 3 a 4 semaines a
37°C, 5% CQ afin de permettre la formation des colonies dasstilieux de culture DMEM, MEM et
RPMI-1640, respectivement. Les milieux de cultuomtsrenouvelés tous les 4 a 5 jours. La pré-
exposition de cellules a des concentrations croissad’ACCA pendant 48h se traduit par une
diminution de la formation des colonies (Figures &b 17). Ces résultats appuient davantage
I'observation que I'ACCA, a des concentrations sigges ou égales a 50 pM, induit manifestement

une mort cellulaire significative.

v J— HBL100O

20 BCTA (ENaPE

1S
S
o |

Do D1 DE D10

Trypan Blue Exlusion
(x10%)

Figure 12.Cellules HBL100 traitées avec 'ACCA durant 1, 263u 10 jours
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Figure 13.Cellules MDA-MB 231 traitées avec ’ACCA durant 1, 2, 3, 6 ouja0rs
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Figure 14.Cellules MCI-7 traitées avec 'ACCA durant 1,2, 3,6 0u 10§
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Figure 15.Cellules T47D traitées avec 'ACCA durant 1, 263yu 10 jour
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Les cellules qui excluent le bleypgan on été quantifiées. Les valeurgentionnées sur les graphes-

15) représentent le nombde cellulesx 10

ACCA, uM

Figure 16. Images des colonies formées a I'issue st de clonogénicit
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Figure 17. Histogramme des polcentages
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[1.2.2. Effet de 'ACCA sur la prolifération des lignées cellulaires HBL100, MDA-MB231, MCF-7

et T47D

Afin de déterminer I'effet de l'inhibition de la glifération des cellules tumorales mammaires MDA-
MB231, MCF-7 et T47D exposées a 'ACCA, ces lignéetété traitées avec différentes concentrations
d’ACCA allant de 0 jusqu’a 200umol/L pendant 2418th. Par comparaison avec le contrfle, une baisse
non significative de la prolifération cellulaireégé observée lorsque les cellules sont traitéedgueer24h

a une concentration de 25 puM. Cependant, en seanéféu résultats obtenus ci-dessous, le traitesment
de 48h a des concentrations croissantes d’ACCA5@5100, 150 et 200 uM) produit un effet inhibiteu
significatif dose-dépendant sur la croissance d#hkiles cancéreuses. Cet effet suppressif est plus
remarquable a une concentration de 200uM, 150uM0gM pour les lignées MCF-7 (54.47 %; P
0.005), T47D (77.47 %; P 0.005) et MDA-231 (64.67 P40.005), respectivement (Figures 19-21). En
revanche, le traitement des cellules épithéliatemartelles normales HBL100, avec des concentrations
croissantes d'ACCA (25, 50, 100, 150 et 200u Mifferte pas la croissance cellulaire (Figure 18gs
résultats confirment que I’ACCA inhibe sélectivernknprolifération des lignées MDA-MB231, MCF-7

et T47Din vitro.

De plus, nous avons veérifié I'hypothése qui stipgle I'effet inhibiteur de 'ACCA sur la proliféran
cellulaire des lignées cancéreuses mammaires f@eesistgalement aprés I'élimination de 'ACCA du
milieu. Pour cela, les cellules cancéreuses MDA-@3t1éte traitées avec le milieu seul ou conteBant
UM d'ACCA pour une durée de 48 h, et la prolifénatiumorale a été évaluée par I'essai du MTT (dO).
Nos données montrent, en compatibilité avec nosilteds précédents, que I'ACCA inhibe
significativement la
prolifération des MDA-231 (dO, OD contrdle, 0.235D ACCA, 0.084, inhibition de 62.38 %, P<
0.001). Par la suite, le milieu a été remplacé aweautre milieu de culture contenant 10 % de FBS e
croissance cellulaire a été évaluée apres 4 japplémentaires. Nos données montrent que les effets
suppressifs de 'ACCA au®X® (d4) étaient semblables & celles observées ad@Q,dD le contrdle,
1.775; OD ACCA, 0.580, inhibition de 67.33 %, P8@L). Ces résultats indiquent clairement que lteffe
inhibiteur de I'ACCA sur la prolifération cellula@rpersiste, également apres son élimination diewmili

de culture.
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Figure 19.I'effet inhibiteur de 'ACCA sur la croissance dgmnées cancéreuses MDA/MB
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Figure 20. I'effet inhibiteur de I’'ACCA sur la croissancegdignées cancéreuses V-7
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Figure 21.I'effet inhibiteur de 'ACCA sur la croissance dgmneées cancéreuses T4
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11.2.3. Effet de 'ACCA sur l'induction de I'apopto se

Afin de déterminer le type de mort cellulaire indusous nos conditions expérimentales, les cellules
cancéreuses ont été traitées pendant 48h ave@paM d’ACCA puis, soumises a une analyse par
cytofluorométrie aprés fixation avec I'annexin VIE et le PI. La fixation a 'annexin est une mestee
I'externalisation de la phosphatidylsérine sur lanmbrane plasmique cellulaire, représentant 'ure de

principales caractéristiques de I'apoptose.

Comme indiqué sur les Figures 22-24, le traitena@et I’ACCA diminue le taux de viabilité cellulaire
au niveau de toutes les lignées cancéreuses duaseis que le pourcentage des cellules apoptatique
augmente. En effet, le traitement des MDA-MB 231CHB7 et T47D avec 'ACCA, a 200uM, montre
un pourcentage de 77,6, 85,8 et 65,9 % d’apopteldaire (regroupant les étapes précoces etviesili
face & 21.6, 13 et 31.8 % de nécroses cellulaieepectivement. Ces données montrent que 'ACCA, a
une concentration de 200uM, pourrait induire deesgrdommages cellulaires et augmenter la mort par

apoptose.

55



Etude biochimique

MCF-7
UNTR
+J8 3

gy

ACCA

[

T47D
UNTR

oot T i
v

I. - —i"‘._ "

e e & '1-.1 ViR | oo
» ..r_l
2 i 2]
— — L hs | { "
Y w0 v "
FITE-A 4

MDA-231
UNTR ACCA
b T o T

4
N0 .lxp TAR

(A | 0P Tal
'y ] 4 [
=7 '1 r' 151 WOP Mg "._.1 VIVINTES!  apce el

1

o,

1

FITCA T e

56

100

& 8 8

Percentage of cells
[ =]
(=1

=

Percentage of cells

100
80
60
40
2

Percentage of cells

MCF7

:lmu
|
| Bty sgeptony
v | Clisw apasiess
o
| Z e
L - L
| ] |
—_—

UNTR

T47D

ACCA, 200 uM

[ Pr

Bewrty spogtna |
Qe specisen

|
I
L.

UNTR

MDA-231

=
I 1

ACCA, 200 uM

Boibe

By spagiina
U.ge eznitons
Oeserast

il

UNTR

ACCA, 200 uM



Etude biochimique

Les cellules MDA-MB 231, MCF-7 et T47D ont ét&uneées, pour 48h, avec 0 et 200 uM d’ACCA.
Avant d’étre analysées par FACS, les cellulesébétfixées par I'annein V-FITC (AnV) et I'iodureed

propidium (PI). Le pourcentage des cellules a atéute avec le CELL Quest software.

Tableau 4. Effets de 'ACCA sur 'induction de I’ apoptose et la nécrose au sein des lignées
cellulaires MDA-MB 231, MCF-7 et T47D

ACCA concentrations % des cellules
(UM) Vivantes Apop pre | Apop tard Nécroses

MDA-MB | C° 87,9 0,4 0,4 11,3
237 200 1,1 1,3 76,3 21,6
MCF-7° | c? 87,4 0,3 0,3 11,9

200 1,2 1,3 84,5 13

T47D° c? 94,4 1,5 0,6 3,5
200 14 1,3 64,6 31,8

aC= groupe controle® les cellules ont été analysées par cytométrie @ndprés avoir été fixées avec

'annexin V-FITC et le PI. Le pourcentage des dela été calculé avec le CELL Quest software

I1.2.4. Effet de TACCA sur I'expression des MCT1,Bax et Bcl-2

Parce que 'ACCA est connu pour étre un inhibitkeg transporteurs monocarboxylate (MCTSs) avec une
efficacité marquée pour les MCT1 en comparaisom akeutres MCTS, nous avons évalué, par western
blot, I'expression de la protéine MCT1 dans letuted épithéliales humaines normales immortelles du
sein HBL100 et dans les lignées cancéreuses massnaamprenant les MCF-7, MDA-231 et T47D.
Nous avons constaté que la protéine MCTL1 est stire&p sur les trois lignées cancéreuses mammaires
contrairement a la lignée cellulaire immortellesshin HBL-100 (Figure 25).
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Nous avons ensuite défini les génes cibles potensissociés a I'apoptose des cellules cancéreuses
mammaires et pouvant étre régulés par 'ACCA. irmaportance des protéines de la famille des Bcl-2
dans la régulation de I'apoptose, nous avons évaas niveaux d'expression des protéines
antiapoptotiques (Bcl-2) et les protéines proapigpies (Bax) au sein des cellules cancéreuses
mammaires. Comme illustré dans la Figure 26, 'ACG@ninue le niveau d’expression des protéines
Bcl-2 (1.8-, 2.4- et 2.6-pli, respectivement) eduit une surexpression des protéines Bax (3.4-,&.4
3.2-pli, respectivement) au sein des lignées cansés mammaires MCF-7, T47D et MDA-231,
respectivement. A linverse, les niveaux des pragipro-et antiapoptotiques diverses n'ont pas été
significativement modifiées dans la lignée HBL1Q@ites au traitement par TACCA (données non
illustrées). Ces études suggerent que I'ACCA autgnén ratio des protéines pro-antiapoptotiques,

renversant ainsi la balance des cellules cancé&eleska survie vers la mort cellulaire programmée.

Figure 25. Expression des MCT1 sur les lignées cellulairethépales humaines normales immortelles
de poitrine, HBL100 et lignées cellulaires tumosaliel sein
MCF-7, T47D et MDA-231
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MDA-231

Figure 26 : Effet de 'ACCA sur I'expression des protéines B#Bcl-2. Les cellules cancéreuses des
lignées MDA-MB 231 et MCF-7 ont été incubées aves concentrations d’ACCA (0, 200uM) pour

48h; Le taux des protéines Bax et Bcl-2 a été tétaar western blot
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I1.2.5. Effet de 'ACCA sur la migration, l'invasion et la croissance tumorales des cellules
cancéreuses humaines mammaires in vivo

Pour déterminer si 'ACCA pourrait affecter les pri@tés biologiques importantes des cellules
cancéreuses mammaires, tout d'abord, nous avotigy#des tests in vitro de migration et d’invasion
cellulaire. Comme le montre la Figure 27, la caggaanigratoire et invasive des MDA-MB 231 est
significativement affectée par 'ACCA de facon daspendante. A une concentration élevée de 200uM,
I’ACCA induit une réduction de ~90 et 85% de la matgpn et de I'invasion cellulaire, respectivement,
par comparaison avec les cellules non traitéedr@eh Nous avons aussi déterminé I'effet de rpleti
injections d’ACCA sur la croissance des cellules MBIB 231 injectées par voie sous-cutanée chez la
souri (Figure 28). Les concentrations d’ACCA admsirdes comme traitement dans notre étude se
situent dans la gamme utilisée dans les précédéntdes animaléd®®. Le volume tumoral moyen des
souris traitées avec 'ACCA était significativemelitninué par rapport aux souris contréle non testé

Au bout du 32 jour qui suit l'injection des cellaldumorales, les cellules MDA-MB 231 étaient
significativement réduites par comparaison avecstasris contrdle (195+12 nihrcontre 12+2 mri)
indiquant que ’ACCA diminue la croissance tumorplequ'a 94 %. Par ailleurs, Le traitement des
souris recevant les cellules MDA-231 avec 'ACC/Aoatit au § jour a une diminution moins marquée
de la croissance tumorale ; cependant, la différeftait toujours observable. De plus, les animaunt s
restés en bonne santé tout au long de I'expérieneeicune perte de poids n'a été observée aprés le
traitement, suggérant que I'ACCA a été bien tolavéc ce régime (les données n'ont pas éte

communiquées).
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Figure 28.Prolifération tumorale mammaine vivo
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[1.3. Effets du dérivé 1 (D1) et du dérivé 2 (D2)w la prolifération deslignées MDA-MB 231 et
MCF-7. Par comparaison avec le groupe de controle, leetn@int aveD1 etD2 a 100uM, a révélé une
baisse significative de la prolifération des celtukcancéreuses MI-MB 231 et MCI-7 par rapport a
celle observée lorsque nos substances étaienes séparément. Ces résultats (Figures 29 e
justifient, de ce fait, que le les nouveaux déripéssedent un effet antiprolifératif plus pronomd:

induisent une inhibition cellulaire similaire qustendépendante du temps contrairement aux effs

produits individuels.

MDA-VIB 231
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LIA8H
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Figure 29.Effet inhibiteur du RES & 100puM-BrPA & 25ug/ml, ACCA a 200uM, D1 et D2 & 100
sur la lignée MDA-MB 231
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Figure 30.Effet inhibiteur du RES a 100uM-BrPA a 25pg/ml, ACCA a 200uM, D1 et D2 a 100
sur la lignée MCF-7
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Il.4. Effets de nos composésur la proliféeration cellulaire en association avec le traitemer
anticancéreux conventionnel

Quelle que soit la durée du traitement (24 ou 4Bd&gsociation de nos produits (resvératrol, 'AC(
D1 et D2) avec le traitement conventionnel (5pg/ml Dox+ @fpl 5-FU+ 500pg/ml CPA) n’indui
aucune différence significative sur la prolifératides lignes cellulaires cancéreuses M-MB 231 et
MCF-7. Ceci montre des résultats similaires par rapgporgoupe traité uniguement avec le resvéra
'ACCA, et les dérivéedD1 et D2. En revanche, le traitement avec 25uM -BrPA a révélé une baisse
significative a 24 et 48h sur toutes les lignédkilegres. Ces données démontrent ainsi qu’a I'pkioe

du 3BrPA, l'association avec le traitement conventelinmiest pas a 'origine d’un effet antiproliféra

synergique (Figures 31-34).
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3-BrPA ACCA C1
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Figure 31.Effet inhibiteur du RES a 100uM-BrPA a 25ug/ml, ACCA a 200uND1 etD2 a 100uM
sur la lignée MDA-MB 231 /24h
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Figure 32.Effet inhibiteur du RES & 100puM-BrPA a 25ug/ml, ACCA a 200uhD1 etD2 a 100uM
sur la lignée MDA-MB 231 /48h
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Figure 33.Effet inhibiteur du RES & 100uM-BrPA & 25pg/ml, ACCA a 200p\D1 etD2 & 100pM

sur la lignée MCF-7 /24h
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Figure 34.Effet inhibiteur du RES & 100uM-BrPA & 25pg/ml, ACCA a 200p\D1 etD2 & 100pM

sur la lignée MCF-7 /48H .
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Discussion générale

La dérégulation de la prolifération cellulaire Echappement a la mort sont deux caractéristigess d
cellules tumorales, dont le cancer du sein. Deaite Une variété de composés a été développéedsin
pallier a ce phénoméne et promouvoir I'entrée ddisiles cancéreuses mammaires dans le processus de

mort cellulaire programmé.

L’originalité de nos travaux se décline en plusiels points :
» Le resvératrol ou le 3-BrPA affectent différemmentla prolifération des lignées cancéreuses
mammaires MDA-MB 231 et MCF-7

Les travaux antérieurs rapportent que le reswdrgdue un role crucial dans linhibition de la
prolifération cellulaire d’'un large panel de ligséeancéreuses humaines et ceci, en exercant diverse
activités biochimiques incluant, principalements deffets antioxydants. De plus, le mécanisme de
'apoptose induit par le resvératrol est dépenddmtla nature et du type de cancer. Nos résultats
confirment que le resvératrol, notre référence destte étude, inhibe, en fonction du temps, la
prolifération cellulaires des lignées cancéreusammaires humaines MDA-MB 231 et MCF-7, ce qui
renforce l'effet antiprolifératif de ce composé sler cancer du sein, rapporté par Filomeni et
collaborateur§™”,

En effet, ces derniers ont démontré, que le traggéaratrol en affectant I'état redox de la cellule
tumorale, a pu altérer le ratio GSH/GSSG. Ce mdietion a été reflété par une activation
temporellement différente de JNK et p38MAPK, avee ufaible activation de cette derniere et une
rapide induction de la premiére. Pozo-Guisadoadt, ¢*® ont examiné le mécanisme d’apoptose
déclenché par le resvératrol sur les lignées cansés mammaires humaines MCF-7 et MDA-MB-231
et ont démontré que ce composé augmentait I'exipresie la protéine pro-apototique Bax et diminuait
celle de la protéine anti-apoptotique Bcl-xL. Cieaplique I'activation de la caspase-3 et l'inhibiii de
l'activité de la ribonucléotide réductase. Il esulte de ce processus, un arrét du cycle cellutaite
phase S et une induction de l'apoptose. Par corségle traitement par le resvératrol aboutiraia a

mort cellulaire programmée.
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Par ailleurs, la dérégulation des voies métabosicaue cours du processus tumoral et son implication
dans la prolifération rapide du cancer au détringenla croissance des cellules saines est achesile
connue sous le terme de “effet Warbur§®. Spencer et collaboratellfs’ ont montré que le
mécanisme qui altere I'effet Warburg et inhibe létabolisme énergétique avait une importante aétivit

cytostatique et cytotoxique sur un large panelalkiles cancéreuses humaines.

Quant au 3-BrPA, il inhibe en premier lieu 'hexoése Il (HK II). HK Il se trouve sur la membrane
externe de la mitochondrie et transforme le glucese glucose 6-phosphate. Cette enzyme est
généralement surexprimée dans les cellules carsggeweomme cela a été montré par des études
protéomiques™ ¥ |interaction de HK Il avec les molécules pro-ppmiques Bax permettrait de
lever I'inhibition par les molécules anti-apoptetés de la famille Bcl2 ; ceci conduit a I'ouvertutes
canaux et a la libération des molécules apoptogéeesparticulier le cytochrome C oxydé. La
conséquence de tout ceci c’est le déclenchemdrapimtose par la voie mitochondridfé?.

Les observations faites par Liu et collaboratétf'smontrent que le 3-BrPA exerce une activité
antiproliférative a une concentration de 25ug/mak. €ontre, notre travail montre que le 3-BrPA naise
pas a l'origine de I'effet antiprolifératif signifatif & une concentration de 25pgimvitro. Nous avons
en effet observé que des concentrations de 50 pgémirainaient aucune augmentation significatige d
I'effet antiprolifératif, ce qui obligeait & envigar des concentrations supérieures. Par conséquesnt,
résultats vont dans le méme sens que les obsersatiogroupe de X-D Zhar®y quant a l'inefficacité
du 3-BrPA a des doses inférieures a 200uM et &dassité de prolonger la durée du traitement jasqu’
72h pour obtenir une meilleure inhibition cellugirl est utile de souligner que ces derniers trava
n'ont pas été effectués sur une lignée tumoralgeitu
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* ROle thérapeutique de TACCA
Le transport des monocarboxylates tels que le @eyve lactate et I'acétoacétate, a travers |lalonane
plasmiques des cellules cancéreuses est facilité upa famille de transporteurs membranaires

protéiques, les MCTS?.

La perturbation ou le changement du métabolismegétique des cellules tumorales, suite a l'intohiti
des fonctions des MCTS, meéene souvent a la mortlagk via I'induction des voies de signalisations
apoptotiques mitochondrial€2®. Dans ce contexte, Le blocage des MCTs, qui jouemble clé dans la
régulation du métabolisme tumorale, représente parspective thérapeutique prometteuse pour le
développement de thérapies ciblées dans le traitetiuecancer du seff??.

Lors de ces travaux, nous avons étudié les prégripto-apoptotiques de I’ACCA sur le carcinome
mammaire. Sur la base des défauts génétiques préodeht observés sur les lignées cancéreuses
humaines, impliquant principalement les mutatiors la p53 %% il est évident que Ieffet
antinéoplasique de ’ACCA n’a pas pour origine filan de ce géne suppresseur de tumeur mais dépend
de I'inhibition des MCT1 par L’ACCA. En effet, aernier, par son action sur les MCT1, a la capacité
d’inhiber efficacement la croissance des celluescéreuses mammaires sauvages et p53 mutantes. De
plus, il est important de noter que la viabilité l@tprolifération des cellules épithéliales humaine
normales immortelles de poitrine HBL100 n'ont p&s significativement inhibées par 'ACCA aux
concentrations s'étendant de 25 a 200 uM, des otyatiens qui ont significativement déclenché latmo

cellulaire au niveau des lignées cancéreuses MDB-IECF-7 et T47D.

Par ailleurs, nos résultats montrent que I’ACCAilehsignificativement la migration, I'invasion &t |
prolifération tumorale des MDA-23in vivo. Ces données vont dans le méme sens que les études
précédentes, démontrant des effets antiproliféragimblables de I'acidecyano-4-hydroxycinnamique

a travers l'inhibition des transporteurs du lactat® 7 12D et suggérent que 'ACCA posséderait une
activité thérapeutique potentielle contre les lggméancéreuses mammaires, sans affecter la \éadbdit

cellules saines.
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De plus, les membres de la famille des Bcl-2 sad dléments importants dans le maintien de

I'homéostasie entre la survie et la mort cellul&f®. Cette étude démontre que 'ACCA a la capacité

d'induire 'apoptose dans les lignées cellulair@scéreuses mammaires. La mort cellulaire déclenchée
par 'ACCA est accompagnée d'une surexpressionadprétéine proapoptotique Bax tandis que les

niveaux de Bcl-2 sont significativement diminués.

Aussi, nos résultats confirment les études de eesigtes année$*>™*® et apportent la preuve de

I'existence d’'une mort cellulaire indépendante 5. p

» Propriétés synergiques des dérivés D1 et D2.
Dans le but d’amplifier I'activité du resvératrahtarel, nous I'avons utilisé comme matiére preeier
pour aboutir a deux nouveaux dérivés, notamridnét D2. L'’ensemble des résultats est allé au-dela de

nos attentes.

Le MTT assay indique clairement que, sur les oeflutancéreuses MDA-MB 231 et MCF-7, les
nouveaux dérivé®1 et D2, a une concentration de 100uM, entravent le dépelment du cancer du
sein de maniere plus significative que le resvélale 3-BrPA ou 'ACCA utilisés comme références.
Nous pensons que l'inhibition simultanée du stresgdatif et du métabolisme énergétique ciblerait
davantage les voies de signalisation pro-apoptesiget serait, par conséquent, a l'origine de cet

important effet antiprolifératif observe.

De plus, l'efficacité de la chimiothérapie seuls@sant la Dox, le 5-FU et le CPA dans le traitetin
cancer du sein a été confirm@&). En effet, cette trithérapie synergique induitmart cellulaire des
lignées cancéreuses MDA-MB 231 et MCF-7 par ap@pt@e résultat a pour origine la libération du
cytochrome C mitochondrial et I'activation des csgs 9, 7 et 3.

Chacun de nos produits a été testé séparément,epuissociation avec le cocktail thérapeutique
mentionné ci-dessus. Les résultats des essaigdodis de nos produits ont déja été décrits plugshet
sont similaires a ceux obtenus lors de leur assoniavec la trithérapie classique. Ceci nous péaee
déduire que cette association n'est pas a l'origitvm effet antiprolifératif synergique. En revaech
l'association du 3-BrPA, a une dose non efficace ele-méme (25ug/ml), avec la trithérapie
conventionnelle, constitue une combinaison acti@esda diminution de la prolifération du cancer du

sein.
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Conclusion et Perspectives d’avenir

« Conclusion

La toxicité des anticancéreux actuellement utilidass le traitement des cancers du sein, notamiaent
doxorubicine, le 5-Fluorouracile et le Cyclophosphamide entraine d'importantes perturbations au
niveau du tractus gastrointestinal des patientsctates de cheveux, une diminution du taux déslesl
sanguines, des mucites, de sévéres douleurs mussuda articulaires ainsi que des troubles cargiag
pouvant conduire & une modification ou un arrétrditement anticancéreux.

A l'inverse, les résultats de nos travaux de redesin-vitro ont démontré, non seulement dee
resvératrol, ses dérivésD1 et D2 ainsi quel’ACCA étaient a l'origine de remarquables effets
antiprolifératifs et pro-apoptotiques sur les liga&ancéreuses humaines mammaires, mais également
que ces produits de synthése avaient la propriétée compromettre sélectivement la viabilité des

cellules tumorales en protégeant les cellules sahen limitant la survenue des effets indésigble

De part ces résultats remarquablés, resvératrol, ses dérivésD1 et D2 ainsi que 'ACCA ,

constitueraient une cible thérapeutique tres prsusé dans le traitement du cancer du sein.

* Perspectives d'avenir

Notre étude a démontré quACCA était a I'origine de nombreux effets antiproliféisin-vivo et in-
vitro, de réelles propriétés pro- apoptotique ehd’ remarquable sélectivité tumorale. Par conségilen
est nécessaire d’'appuyer davantage ces résultaffemuant des essais précliniques afin d’étuldier
cinétique de IACCA, de pouvoir déterminer les doses effectives ertedgles chez I'humain et de

confirmer I'absence de survenue d’effets indésasldl long terme.

De plus, étant donné les résultats antiprolif&saitifipressionnant que nous avons obtenus avec les
dérivésD1 etD2, des études plus approfondies devraient étresééal dans le but de mieux comprendre

les mécanismes a I'origine de I'activité anticaecse des ces produits.

Finalement, les perspectives d’exploration d’éveliis autres propriétés thérapeutiques (diabei Sl
cancer de la prostate, etc), relatives a nos sutesa et de synthese de nouveaux dérivés serdiene

grande utilité dans le combat contre ces maladiesigmeurent toujours incurables.
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Partie expérimentale

|. Partie « chimie »

Descriptif expérimental

A. Solvants et Réactifs

Tous les réactifs et les solvants commerciauxseslipour la synthese proviennent de Sigma Aldrich
(Prochima, Sigma, Tlemcen). La plupart des solvgusr les synthéses en milieu anhydre ont été
purifiés avec les méthodes classiques. Les réamifsmerciaux pour la synthése ont été utilisés sans

purification préalable.

B. Spectres

Les spectres d’absorption infra-rouge ont été esirég au centre de mesure du laboratoire COSMA su
un spectrométre Mattson GenesIsFTIR, et les valeurs de fréquences sont exprinefesm’. Les
produits huileux ont été directement traités daes ckllules sous forme de film, et les solides éét

analyseés sous forme de pastilles de KBr.

Les spectres de Résonance Magnétique Nucléaire JRMM été enregistrés au laboratoire des
macromolécules de I'Université d’Oran Es-Sénia warspectrométre BRUCKER 300MHz soit dans
CDCl; ou le DMSO-g selon les cas. Les déplacements chimiq@gsspnt donnés en ppm. La

multiplicité des signaux est désignée par les aatiéns suivantes: (s) singulet, (d) doublet, (iplet,

(q) quadruplet. Les constantes de couplage (J)dsmmiées en Hertz (Hz).

C. Points de fusion :

Les points de fusion ont été mesurés a l'aide digionometre digital Electrothermal 900.
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I.1. Synthese de l'acide 3-bromopyruvique (3-BrPA)

L’acide pyruvique (8ml, 0,11mol) est dissous dansQfLl, et la solution est chauffée a 50C° dans un
tricol muni d’'un réfrigérant protégé par une gaedehlorure de calcium. Ensuite, on ajoute goutte a
goutte et en agitant le brome (6ml, 0,23mol), @@iment séché par lavage avec l'acide sulfurique
concentré (10ml). Le chauffage est maintenu pendamhin. Le sirop obtenu est immédiatement placé
dans dessiccateur sous vide contenant du KOH avé@dquents renouvellements de base jusqu’a arrét
du dégagement des vapeurs de HBr. Le résidu ed$ @a réduit en fine poudre. Le produit obtenu est
recristallisé dans du chloroforme sec. Rendemehtt1y (85%); Point de fusion: 80°&4 RMN (3,
CDCl3): 5,98 (s, 2H, BrE,), 10,28 (s, 1H, CEM).

10,284
2982
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ppm it

Figure 35.Spectre RMN du 3-BrPA
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I.2. Synthese de l'acidar-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique (ACCA)

I.2.1. Synthese du cyanoacétate d’éthyle

(20.4g, 0.24moles) d’acide cyanoaceétique sontodssdans 27 mL d’éthanol absolu. DuySay
concentré (0,5ml) est ajouté a la solution préctedenle tout est porté a reflux pendant 3h. Aut lateu
ce temps, l'exces d'alcool et 'eau de la réacgsont éliminés sous vide avec le bain de I'évagorrat
rotatif maintenu a 60°C, puis le mélange est rdfraitempérature ambiante. On neutralise le résige
une solution aqueuse concentrée de(@3 et la phase aqueuse est extraite avec de |'étédrytique
(3x40ml). Les extraits organiques réunis sont megéher sur MgS£et le solvant est éliminé sous vide.
Le liquide incolore obtenu, correspondant a I'esest purifié par distillation sous vide a 97-98°C.
Rendement: 13,02g (48%); Point d’ébullition: 98°8; RMN (8, CDCls) : 1.21 (t,J= 7Hz 3H, CHa),
3.43 (s, 2H, CN-El,), 4.14 (qJ= 7Hz 2H, OH,).
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Figure 36.Spectre IR du cyanoacétate d’éthyle
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[.2.2. Synthese de 'estea-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamate d’éthyle (ACCE)

Dans un tricol sec, contenant de I'éthanol anhydrenuni d’'un réfrigérant, introduire le cyanoacétat
d’éthyle (7,49, 65mmol), du sodium propre (1g, 44ohret de la vanilline (6.7g, 44mmol) tout en
maintenant I'ensemble a 5°C. L’agitation est powisyusqu'a dissolution totale du Na. Apres 30 min
d’'agitation supplémentaire, I'acide acétique glatanl) est ajouté et la réaction est maintenuedpah
une nuit a température ambiante. Au bout de cedehgau distillée (10ml) est prudemment additiaaneé
goutte a goutte, dans un bain de glace. La phassuag est extraite avec I'acétate d’éthyle (25migse
phases organiques réunies sont traitées avec duaH&l% jusqu'a obtenir un pH2. La couche
organigue est séparée, lavée avec de I'eau pusssiimure, puis séchée sur sulfate de magnésiom. U
solide jaune est obtenu aprés évaporation desrgslM@endement: 10,979 (61%); Point de fusion: 65°C
'H RMN (8, CDCls) : 1,24 (t,J= 7Hz 3H, CHsCH,0), 3,80 (s, 1H, @), 4,23 (q,J= 7Hz 2H, OCH,),
5,35 (s, 3H, O@3), 7,0(s, 1H, Ar), 7,62 (s, 1H, Ar), 7,76 (s, 1H) 28,24 (s, 1H, H vinylique).

W—

-— - ————————— i e e —— =
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 5

Figure 37.Spectre IR de 'ACCE
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[.2.3. Synthese de TACCA

Dans un tricol sec muni d’un réfrigérant, ’ACCHE)(9g, 44mmol) est dissous dans le méthanol (30ml)
la solution obtenue est additionnée goutte a goetitd 0°C a une solution de LIOH/,® (1,19,
44mmol). La réaction est poursuivie pendant uné auiempérature ambiante. Au bout de 24h, le
méthanol est éliminé sous vide et la phase aquestskavée avec l'acétate d’éthyle (30ml). La phase
aqueuse et acidifiée avec une solution de HCK(@H puis extraite avec I'acétate d’éthyle (3x30ml)
L’extrait est lavée avec de la saumure puis misécaer sur sulfate de magnésium. Le solide jaupétre
obtenu aprés évaporation des solvants. Rendemgdig $98%): Point de fusion: 97°¢H4 RMN (5,
CDCl3): 3.98 (s, 3H, OBl3), 5.73 (s, 1H, @), 6.67 (d,J= 1.8Hz 1H, Ar), 7.60 (dJ=1.8Hz 1H, Ar),
7.85 (d,J= 1.8Hz 1H, Ar), 8.16 (s, 1H, H vinylique), 9.82 (s, 1E60Q,H).
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Figure 38.Spectre RMN de 'ACCA
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[.3. Synthese du resvératrol

1.3.1. Synthese de l'acide p-méthoxybenzoique

Dans un bicol de 250ml muni d’un réfrigérant, disd@ I'acide p-hydroxybenzoique (10g, 72,40mmol)
dans le méthanol a 99,5% (100ml). Ajouter lentementa froid du sodium bien propre (2,69,
113 ,04mmol), en lui laissant le temps de bien gragm solution. Une fois la solution homogéne
obtenue, porter a reflux durant 20 mn puis, ajotréey lentement, par le haut du réfrigérant a €aitline
ampoule a décanter, le diméthylsulfate (35ml,) yesagpbtention d’'un pH acide. Refroidir et ajouter
prudemment, toujours par le haut du réfrigérang solution aqueuse de NaOH a 30% (50ml) jusqu’'a
obtenir un pH basique. A la derniere solution aoistenue et refroidie, ajouter de I'eau (50ml) traixe
avec I'éther (3x50ml). La phase aqueuse est agé@idi froid avec du HCI concentré (25ml). Le solide
formé qui se dépose est séparé par filtration siwchBer puis mis a sécher. Rendement: 7,93g (72%);
Point de fusion: 178°CH RMN (8, CDCls): 3,81 (s, 3H, O83), 7,19 (d,J= 2Hz 2H, Ar), 8,0(d,J=
2Hz 2H, Ar), 10,9(s, 1H, CEM).
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Figure 39.Spectre IR de I'acide p- méthoxybenzoique
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1.3.2. Synthese de l'alcool p-méthoxybenzylique

L’acide p-méthoxybenzoique (3,59, 23mmol) est &aut’aide d’'un entonnoir & solide dans un tricol
muni d’un réfrigérant sous courant d’azote, contén@e suspension refroidie a 0°C de LiAk3,5g, 92
mmol) dans le THF anhydre (30ml). Le reste de tladiécupére est dissous dans 20ml de THF anhydre
et ajouté a la suspension par une ampoule a agdéiol'absence d’humidité. Laisser agiter une Auit
température ambiante. Refroidir le mélange réacgbdans un bain de sel et de glace pour évitdr tou
emballement puis hydrolyser précautionneusememilange avec une solution a 5% d&6, jusqu’a
I'obtention d’un pH acide. Séparer la phase orgamigextraire la phase aqueuse avec I'éther (3x20ml
les phases organiques réunies sont séchées satesidf magnésium. Filtrer et éliminer le solvantsso
vide. Le résidu blanc obtenu se solidifie a temfpgeaambiante. Rendement: 2,099 (66%); Point de
fusion: 25°C;*H RMN (3, CDCly): 3,60 (s, 1H, ®), 3,70 (s, 3H, Ofl3), 6,89 (d,J= 2Hz 2H, Ar), 7,0
(d,J=2Hz 2H, Ar).
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Figure 40.Spectre IR de I'alcool p-méthoxybenzylique
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[.3.3. Synthese du lromométhyl-p-méthoxybenzéne :

Dans un ballon de 5@nl, on introdui I'alcool p-méthoxybenzylique (& g, 10,85 mmol) puis une
solution commerciale de l'acide bromhydrique 48%.61mmol). Le mélange est porté a reflux du
2h. Au bout de ce temps, on ajoute 10 ml d’eawnetfectue une extraction a\ I'acétate d’éthyle. La
phase organique est lavée avec une solution debbitaie de sodium a 5% puis avec une solt
saturée de NaCl. Apres séchage et filtration dphlase organique, on la débarrasse du solvar
évaporation sous pression rédt Le résidu obtenu avec un rendemedst 1,5g (69%) cristallise au
repos. Ebullition: 90°C'*H RMN (8, CDCls): 3,80 (s, 3H, O8l3), 4,60(s, 2H, (H,Br), 6,89 (d,J= 2Hz,
2H, Ar), 7,0 (d J=2Hz, 2H, Ar).
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[.3.4. Synthese du 3,5-améthoxybenzaldéhyd

Dans un bicol de 250ml muni d’'une agitation magnédiet d’'un réfrigérant surmonté d’'une garde
chlorure de calcium, on introdyi2,82g, 122.82 mmol) de sodium et on le lairéagir avec le méthanol,
puis on ajoute (10g, 72,40mol) ce 3,5-dihydoxybenzaldéhyde. On porte le mélange a reflux dug@
min. Apres I'ajout de diméthylsulfate ,08 ml, 8515 mmol), le mélange réactionnel est porté a re

durant 2h. Le solvant eshassé a l'aide d’'un évaporateur rotatif. Au résidbbenu on ajoute 30 r
d’eau. La phase aqueuse est légerement acidiféée 3 ml d’'une solution d’acide chlorhydrique 5¢
environ pH = 5 elle est ensuite extraite 3 fois avec I'acétaéthgle. Lesphases organiques combine

sontsuccessivement lavées avec une solution de N a 5%, une solution saturée de NaCl et e

avec de l'eay elles sont ensuitséchées sur MgSOfiltrées puisconcentrée. Le résidu qui reste se

solidifie & températurenabiante et posséde un point de fusion de -; rendemer : 11,18g (93%)*H
RMN (8, CDCls): 3,80(s, 6H, O(H3), 6,29 (s, 1H, Ar), 6,69 (s, 2H, Ar), 10§, 1H, Gi=0).
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Figure 42. Spectre IR du 3,8iméthoxybenzaldéhy:
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1.3.5. Synthese du resvératrol

a) synthése du phosphonate

Dans un bicol de 100 ml, on introduit le bromomé#wnéthoxybenzéne (1,5g, 7,4mmol) et le
triethylphosphite (4,84g, 5ml, 29,16mmol). Le mgarest chauffé a 165°C durant 6h et sous courant
d’azote. Par la suite, on refroidit & températurdiante et I'excés de triethylphosphite est élinyaé
distillation sous vide. Le résidu qui reste danisd#on est un liquide incolore. Rendement : 6,8229%6).

Son spectre RMN dans le chloroforme deutéré mdaesearactéristiques suivantes : 1,24 (t, J=7,5Hz,
6H, CH3CH0), 3,0 (s, 2H, PhB,), 3,79 (s, 3H, 0O853), 4,24 (q,J=7,5Hz 4H, OM®,), 6,80 (d,
J=1,8Hz 2H, Ar), 7,10 (d,)= 1,8Hz 2H, Ar).

b) synthése du triméthoxystilbenedans un bicol de 100 ml placé sous courant téazin prépare le
méthanolate de sodium par dissolution de Na (1¢hmiBol) dans le méthanol (50 ml). Ensuite, le
diméthylformamide sec (20mL) et le phosphonate3d, 16mmol) sont ajoutés a la solution précédente.
Le tout est ensuite refroidi & 0°C sous courantzatea et on ajoute lentement le 3,5-
diméthoxybenzaldéhyde (3,12g, 18,8 mmol) en gardmrtempérature a 0°C. On laisse le mélange
remonter a température ambiante et on laisse reposant 1h. On porte le tout a 100°C pendant 1h,
puis on le laisse reposer 12h a température anebi@mt ajoute ensuite 30 ml d’'un mélange de méthanol
et d'eau (2 :1) et on filtre le solide qui se depdSe solide est lavé sur Biichner avec de I'hexaus,

on le recristallise dans le méthanol pour obter#68 (80%) d’un solide blanéH RMN (8, CDCls):
3,80 (s, 9H, OB3), 6,18 (dJ=2Hz, 1H, Ar), 6,80 (dJ=2Hz, 2H, Ar), 7,0 (dJ= 2,1Hz 2H, Ar), 6,92

(d, J=16,2Hz 1H, H vinylique), 7,0 (dJ=1,9Hz 2H, Ar), 7,12 (d,J= 16,2Hz 1H, H vinylique), 7,70 (d,
J=1,9Hz 2H, Ar).”*C RMN: 54,8 ; 100,0 ; 105,3;113,9;123,9; 127129,8 ; 130,1 ; 139,8 ; 160,9.

c) Déméthylation :

Un mélange du produit précédent (2g, 7,3 mmol yletchlorhydrate de pyridinium (10,2g, 88,8 mmol)
est chauffé a reflux entre 180-190°C durant 4hrédroidit a température ambiante puis on dilueplst t
avec de I'eau glacée. Ensuite, on acidifie avetl@udilué et on proceéde a une extraction avec tateé
d’éthyle (3x 30ml).
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Les extraits sont réunis et lavés successivemeast de I'eau, de la saumure et finalement séchés sur

sulfate de calcium. Le solvant est enlevé sous gide résidu résultant est purifié sur colonngelede

silice avec comme éluant, un mélange de chlorofenue méthanol. On obtient 1,409 (83%) de produit
pur aprés évaporation de I'éluant. Fusion 254°R (KBr) : 3450, 1612, 1529, 1180, 1013, 958, 88B.
RMN (8, DMSO-dg) : 6,12 (d J= 2Hz 1H, Ar), 6,39 (d,J=2Hz, 2H, Ar), 6,80 (d,J=7Hz, 2H, Ar), 6,90

(d, J=16,4Hz 1H), 7,20 (dJ=16,4Hz 1H), 7,30(d,)= 7Hz 2H, Ar), 9,2 (s large, 2H), 9,50 (s large, 1H).
¥C RMN: 101 ; 103,9; 115,7 ; 127,3 ; 129,8 ; 139196,8.

1.4. Extraction

I.4.1. Extraction du resvératrol a partir de la peau des raisins rouges (espéeceVitis vinifera)

3Kg de raisin rouge (espéce algérienne non &gigdnt recueillis en début septembre 2011,

Les raisins sont pelés ala main et la peau estereee a -20°C jusqu’a I'extraction ;

L’échantillon (0,2g de peau de raisin rouge) estggé de la lumiere, au cours de I'acheminement
jusqu’au laboratoire ;

L’homogéneéisation de I'échantillon s’effectue da@Sml d’'un mélange Ethanol/Eau (v/v : 80/20)
pendant 30 min a 60°C, sur une plague chauffaniplée a un systeme d’agitation magnétique ;
L’extrait est filtré et le filtrat récupéré est ¢Bfugé a 3500 t/min pendant 15min ;

Le surnageant obtenu est conservé a -20C° jusgidsage.
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Tableau 5. Conditions analytiques de la chromatoggzhie liquide haute performance (HPLC) pour

le dosage du resveératrol

Phase stationnaire Colonne C18 (25 cm x 0,4cm)ubn particules

Phase Mobile Solvant A: acide acétique glacial dans I'eau (33086) (v/v)

Solvant B : mélange 20% phase A + 80% d’acétdmitri

Elution 0 min, 83.5% A, 16.5% B; 13 min, 82.0% A, 18.0% 15,
min, 77.0% A, 23.0% B; 21 min, 75.0% A, 25.0% B; |27
min, 68.5% A, 31.5% B; 30 min, 100% A, 0% B
Débit 1 mL/min

Limite de détection 0,003 mg/L

Limite de quantification | 0,01mg/L

Température 25°C
Détection UV 306nm
Injection 100ul
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Figure 45.Chromatogramme HPLC obtenu a 306nm correspondatteait de la peau du raisin rouge
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1.4.2. Extraction du resvératrol & partir du produit commercial (espécéolyganumcuspidatur)

» Dans L'obscurité, 8 comprimés (2g de resvératrofjt royés manuellement dans 100ml d’éthanol
pur; Agitation pendant 30min a 60°C;

* Filtration du solide et évaporation de I'extrait ;

* Le résidu obtenu est dissous dans I'éther ;

e Le filtrat est éliminé et le solide obtenu est s@ra une recristallisation dans un mélange
éthanol/eau (v/v: 10/90) a 60°C pendant 30 min;

» Le filtrat récupéré est conservée a 4°C pendaotss]

Le resvératrol se dépose sous forme d’'une poudge.bBendement: 1,32g (66%); Point de fusion:

250°C;*H RMN (8, CDCls): 6,25 (t,J= 2Hz, 1H, Ar), 6,52 (d,)= 2Hz 2H, Ar), 6,79 (d,J)= 8,5Hz 2H,

Ar), 6,82 (d,J= 16,5Hz 1H), 6,95 (dJ= 16,5Hz 1H), 7,01 (dJ= 8,70Hz 2H, Ar), 7, 35 (s large, 2H),

7,38 (s large, 1H).
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Figure 46.Spectre’H RMN du resvératrol
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Il. Partie « Biochimie »

Préparations des solutions, tampons et gels pdastelu Western Blot

I.1. Tampons

[1.1.1. Tampon de migration 1X

Matériel Quantité
Tris 30,39
Glycine 1449
SDS 10g
Volume final de 1 litre

[1.1.2. Tampon de charge 5X

Matériel Quantité
Glycerol 5% 5ml
Tris- Hcl (PH=6,8 2,5ml
SDS 1g
Bromophenol blue 0,2% ou 0,5 ml
Compléter le volume a 10ml avec I'eau distillée

[1.1.3. Tampon de transfert

Matériel Quantité
Tris 3,039
Glycine 192mM 14,49
Ethanol 20% 200m|
Volume final de 1 litre
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I1.2. Solutions

11.2.1. Tris solutions

PH Molarité Quantité ajoutée Volume final
Tris 8,8 1,5M 90,58¢g 500ml
Tris 6,8 0,6M 36,349 500ml
[1.2.2. TBS-Tween solutions: tampon TBS PH =7,6 1X
Matériel Quantité

Tris 20mM 2,429

NaCl 137mM 89

Volume final de 1litre
[1.3.Composition du gel de concentration a 12%
Gels 12%  5ml 3gels

H.O 4,8ml

Tris-HCI pH 8,8 3,9ml

Acryl - Bisacryl 6 ml

SDS 10% 150 pl

APS 135 pl

TEMED 18 ul
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Abstrac

t

This study investigated the underlying mechanisi-hydroxy-3-methoxycinnamic acidCCA), on the growth obreast

cancer cells and normal immortal epitheliallsceand compared their cytotoxic effects mees. Treatment direast

cancer cell§MCF-7, T47D, and MDA-231) with ACCA resulted in dose- antime-dependentlecrease of ceproliferation,

viability in colony formation assay, angrogrammedcell death (apoptosis) with minimal effects on #tomoral cells. The
ability of ACCA to suppress growth in cancer cells not expngssir containing defects in p53 gene indicatekck of

involvement of this critical tumor suppressor et in mediatingACCA-inducedgrowth inhibition. Induction ofpoptosis
correlated with an increase Bax protein, an established inducerpgbgrammedsell death, and the ratio 8axto Bcl-2, an

established inhibitor of apoptosis. We atsmcumentedhe ability of ACCA to inhibit the migration and invasion of MDA-
231 cells withACCA in vitro. Additionally, tumor growth ofMDA-231 breast cancer cells in vivo was dramaticaffected

with ACCA. On the basis of its selective anticancer inbilyitactivity on tumor cellSACCA may represent @romising

therapeutidrug that should be further evaluated ashemotherapeutiagent for human breast cancer.
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Introduction

inhibitors of MCTs is the a-cyano-4-hydroxycinnanaicid which

inhibit tumor growth in vitro through its abilitpptblock lactate
efflux [10-12]. Recent surveys revealed thatyano-4-hydro-
xycinnamic acidsignificantly induces necrosis in multipleancers
including, glioblastoma, and tumor of the prosthieincreasing
lactic acid production and inhibiting plasma meane MCT

Breast cancer is one of the most devastating neabign
neoplasm’s. Patients frequently already have dingvidence of
tumor dissemination at diagnosis, and many msmew local
distant recurrent disease shortly after surgeddision of the
primary tumor [1]. Curative therapy is not dable for these

patients and the vast majority of will succumb t@sedse ,ciyity [13-15]. Further studies have shown tha€ Minhibitors
progression [2,3]. Given this bleak picture, itvital to develop yecreases the size of tumors aedsitizeshypoxic tumorregions
new, efficacious,and rationally designed treatment strategies tq, radiotherapy [16]. However, despite evidersiggestingthat
ideally, prevent oeffectively treat metastasis. , MCTs inhibitors that target energetic met@mo pathways

The so called “Warburgffect” describes canceellsincreased represent strong candidates for cancer trewtnji@, little is

use of anaerobic pathways to back up their energetivival as

known how they affect cancer cell proliferatiamd viability,

compared to normalelis[4,5]. Indeed, 62% of all known cancers yherehy causing inhibition of cancer development progression.

show an increased expression of the genes invoinedhe
glycolysis pathway [6]. In this context, tatjpg metabolic
pathways is of particular interest, as drdbat target more
specificmetabolic points afycolysisin tumor cells might represent
a potentially novel strategy for cancer treatmem. [The
monocarboxylate transporters (MCTs), a conservetkpr family
that transports lactate and pyruvate through celinbranes [8]
has been shown to play an important role in tum@gression
[9]. These data suggest that therapeutic egfies that target
MCTs may block proliferation and spread of tuncelis. Among

97

In this study, we investigated the cytobityi and anti-
proliferation activity of ACCA on breast camc cells. We
document that treatment of breast cancers agith ACCA
inhibited growth and induced apoptosis. We alsd fimt ACCA
ca potentially decrease the migration and invasioMDA-231
cells inviro and dramatically impaired their capacity firm
tumors in vivo. Our results suggest that the meisinarof action
of ACCA includesdirect induction of pro-and anti-apoptotienes
that occurs independent of p53 status in breastetaells. Based
on these results, we suggest that ACCA may be didate fo
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Figurel. Structure, scheme synthesfsa-Cyano-4-Hydroxy-3-
Methoxycinnamic Acid (ACCA) and expressionf MCTs in
immortal human epitheliaklls and human breast cancer cells.
(A) Structure and scheme AECA synthesis(B) Expression oMCT1 in
immortal normal human breast epithelial cell JiHBL100, and breast
cancer cell lineMCF-7, T47D, and MDA-231. Lysates of theindicated
cell type were analyzed by western blottingd astained with MCT1
antibody as described in «materials am&thod» Membraneswere
reprobed with EF-la antibody to confirm equalloading.
doi:10.1377journal.poned072953.g001

further evaluation as a chemotherapeutic agenhdionan breast
cancer.

Materials andVethods
Cell Lines, Reagents, and Culture Media

Immortal human breast epithel@llsline HBL100, and MCF-
7, T47D and MDA/MB 231 (MDA-231) human breastead-
carcinoma cell lines were purchased from Americgp€el Culture
Collection (Manassas, VA, USA). HBL-100 and MCFHarbor-

98

ing wt p53), T47D (harboring mutant p53), and MDA-231
(harboring mutant p53) [17]. werespectivelygrown in DMEM,
MEM and RPMI-1640 medium. They were supplementeth wi
10% heat inactivated fetal bovine ser(fBS), 1% L-glutamine
and 1%penicillin-Streptomycin MEM medium was supplement-
ed with 0.1 mM non-essential amino a¢NEAA) and 10mg/ml
insulin. All media and supplements were obtairfedm Life
Technologies (Saint Aubin, France). MTT3-(4,5-dimethyl-2-
thiazolyl)-2,5-diphenyl-2H-tetrazoliunbromide) and annexin V-
Pl staining kit were purchased from Calbiochem Il§@ahem,
Darmstadlt, Germany).

2. The Synthesis of a-cyano-4-
hydroxy-3- methoxycinnamic  Acid
(ACCA)
ACCA was prepared dsllow (Fig. 1A)
a) Synthesis of ethyl cyanoacetate
(solutior#£1). Cyanoacetic acid (20.4 g, 0.24moles) was dis-

solved in 27 ml of absolute ethanol. Then, 0.5 MHESO, was
slowly added. The resulting solution was refluxed for BRcess
alcohol and water was removed 3uC under diminished
pressure. The residue was cooled at room temperaamd
neutralized with a concentrated aqueous solutiovee€O;. The
aqueous phase was extracted three times with 48f etherand
the combined organic extracts were dried over ardugl
magnesium sulfate. Ether was thoroughly removedeurmtimin-
ished pressure to leave a colorless liquid thats purified by
distillation (97-98IC). Yield: 48%.'H NMR (CDCly): 4.16 (d,
J=1Hz, 2H), 3.43 (d]= 0.94Hz, 2H), 1.21 (s, 3H).

b) Synthesis of ethyl acyano-4-hydroxy-3-
methoxycinnamatésolution##2). In a dry three-necked flask
containing 50 ml of dry ethanol weseccessivelyntroduced ethyl
cyanoacetate (7.4 g, 65 mmol), clear sodium (14gn#nol)and
vanillin (67 g, 44 mmol), keeping the temperatuake5uC. The
mixture was stirred untiissolutionof sodium was complete. After
stirring for further 30 min, 5 mdf glacial acetic acid was added
and the reaction was kept overnight at room tentperaThen,
10 ml of distilled water was then carefully addedthe cooled
solution. The aqueous layer was extracted withm2of ethyl
acetate, and the organic extract was driedr dgSQ and
concentrated. Aellow solidwas obtainedYield: 61%. Mp:53uC.
H-NMR (CDCly): 1.27(t,J= 7Hz, 3H), 4.21(qJ)= 7Hz, 2H),
3.80(s, 3H), 5.31(s broad, 1H), 6.670c 1.8Hz, 1H), 7.59(d,
J=1.8Hz, 1H) 7.75(s, 1H), 8.23(s, 1H).

c) Alpha-cyano-4-hydroxy-3-methoxy-cinnamic acid
(ACCA) (solution#3). To solution #2 (10.9g, 44 mmol)
containing 30 ml methanol was carefully addedsalution of
LiOH (1.1 g, 44 mmol/K0) atOuC. The reaction was stirreat
room temperature overnight. The solvent was remcved the
aqueous layer was extracted with 30 ml of ethytatee Then, the
extract was washed with an aqueous solution of €l #2) and
further extracted three times with 40 ml of éthgetate.The
combined organic extracts were washed once withebaind then
dried over MgS0Q,. Removal obolvent lefta yellow solidthat was
recrystallized in water/ethanol (9:1 v/v). YiefiB%. Mp: 97uC.

"H NMR (CDCls): 3.99(s,3H),5.75(s,1H), 6.67(dJ= 1.8Hz, 1H),
7.60(dJ= 1.8Hz, 1H), 7.85 (dl= 1.8Hz, 1H), 8.16 (dl= 1.8Hz,
1H), 9.82(s, 1H).

A 2 mM stock solution of ACCA (alpha cyano-4-hyrye3-
methoxycinnamic acid was prepared in dimethylsudfe
(DMSO) and stored aR20uC. ACCA was added to cells at the
indicated concentrations. The DMSO control coneitn was
lessthan 0.1% (v/v). All solutions were filter steriéid using 0.22-
mm syringe-filter units. The stock solution was then diluted to the
required  final concentration in  serum-free  medium



A HBL100 = HBL100 i_'i:i
s 25 - -l
2 ® Control £ 014 &=
§ 20 ) ACCA (30uM) | - = c -
= : =
2% 10 3 006
= 5 . g
. .o g o2
o DO D1 D2 D3 D6 D10 0 0 25 50 100 150 200
MCF-7 - MCF-7
£ 2 ) E 0,14
_g_ 20 | oacca soun R _— ) '
&~ 15 - §.. NN : B B
532 10 : I g 0,06 <
o = I s
= S| .. 2 3 0,02 [
2 ° BN N BN S N R 8 g
E DO D1 D2 D3 D6 D10 0 25 50 100 150 200
i = 025 T47D , 4
c -pew |
8§ 40— T470 ' 2 02 [ & : | cee ]
3 30 [cxcrsom B 0,15
@ 'S 20 s
30 | g°°5||||||
= =
% o W B i L . A 0 25 50 100 150 200
= Do D1 D2 p3 D6 D10
MDA-231 — MDA-231
S .o | E 0‘2 A . 24H
‘& 30‘ o » =
= \ JALCA | SO m ™~ DasH
= =20 2 0,15 | —
3 — % 01 4| & MNaA [ A
@ 210 >0°5IIII"
= o ]
g oW kL o 0 I I
E Do D1 D2 D3 D6 D10 0 25 50 100 150 200

Figure2. Effect of ACCA onthein vitro growth and proliferation ratef immortal human epitheliaklls and human breast cancer
cells. (A) The indicated cell type were eithantreatedcontrol) or treated with 50 uM &CCA and cell growth was assessed for 1, 2, 3, 6,14nd
days. The trypan blue exclusion test is useddterminethe number of viable cells. Values represent nundfeellsx10°. (B) The indicated cetlype
either untreatedbr treated with different doses AECA were seeded in 96 wells, and a standi viability test was performed 24h and 48h.
postreatmenas described in «materials and methods». ColumesreSD, n =3.

doi:10.1371journal.poned072953.9002

MTT Assay and Assessment of Cell Growth anchdded to theellsfor 3h. at37uC. Then, 100ml of SDS 10% was
Viability. The MTT assay is based on the enzymatlcadded tadissolvethe formazarcrystals.Absorbancevasmeasured

reduction of the tetrazolium salt MTT iliving, metabolically, at 540 n]En usw:jg ;HIZRl\l/.IOtmaXCm;fmplgtﬁ reader. IEatCZ assay
active cells and was performed as described [18]. MTBriefly, was periormed n duplicate. ©€ll viabilily wavaluated by

. assessing trypan blue inclusion/exclusion of tedlecells under
cells (1610%well) wereplated in 96-well plates for 24h. At the : . o
end of incubation, cells were treated with ACCA at the ligh microscope and scoring the percentageeli$ exhibiting blue

indicated concentrations fo24 and 48h at37uC, under a 5% staining. Cell3610°) were seeded into si-well plate for 24 h.

CO, atmosphere. Contrakllsweretreated with 0.1% DMSO. At and then treated with 56M of ACCA. After 1, 2, 3, 6, and 10
the end of the incubation, MTvas

99



days treatment, floating and attached ceksewisolated by
trypsination, recovered by centrifugation and mixéth 1:1 with
trypan blue reagent. Cells400) were counted in all foufields of
a hemocytometer under a standard slide microscope.

Colony Formation Assay

Cells growing in log phase were seeded at a den6itp00—
2000 cells/well into 60 mm dishes in complete roadi After
allowing the cells to adhere for 24 h, medium wegdaced with
complete medium containing ACCA at the indicatedcamtra-
tions. Cells were allowed to grow for 3—4 weekghwa medium
change containing ACCA in complete medium, perfainegery
fourth or fifth day. Colonies were then fixed asthined with
Methylene blue-50% ethanol and counted. Indivichsahysvere
performed in triplicate with a total of three plager data point.

Apoptosis Analysis by FlowCytometry

Tumor cells (18 cells per 60 mm dish) were treated with the
indicated concentrations of ACCA for 48h 3uC. Cells were
trypsinized and washedice with phosphate buffered saline (PBS)
and collectedby centrifugation at 1000 rpm for 5 minutes at room
temperature. Aliquots of cell§610°/ml) were resuspended in
complete media (0.5ml) and then staineith wiluorescein
isothiocyanate-labeled Annexin-V kit according be tmanufac-
turer’s instructions. Pl (bhg/ml) was added to the samples after
staining with Annexin-V kit to exclude late apoptoand necrotic

% 80 ;i:::':;”w cells. Flow cytometry was performed immediatelyaftaining.

'j% 4 O ACCA (200uM)

g 60 Western Blot Analysis

L 40/ X After treatments, ice-cold PBS solution was used times to

= 1 rinse cells. Cells were then lysed with cekis buffer [Tris

S 204 (pH 7.5), 50 mM; EGTA 5 mM; NaCl 120 mM; a-glycetays-

S 0 5 _ phate 20 mM; Nonidet P-40 1%; Na pyrophosphate 1% Ma
MCE-7 T47D MDA-231 fluoride 50 mM; Na orthovanadate 10 mM; phenylmé&thlfonyl

fluoride 0.5 mM; aprotinin 16g/ml; leupeptin 10ng/ml;
glycerol 20%] and dishes incubated for 10-30 miru&l. Cells
were scraped into lysis buffer, and lysatesewelarified by
centrifugation (12,000 rpm, 15 min 4dtC). Protein concentra-
Figure3. Effect of ACCA oncolony formationof human breast tions was determined using a kit from Bio-Rad anestern blot
cancerells. The indicated cell type eithantreatedUNTR) or treated ~ analyses were performed as previously describefl [Algjuots
with 25 or 200 uM ofACCA were allowed to grow for 3-4 weekend (50 ug) were solubilized in Laemmli buffer, sepatatby SDS-
the number of colonies formed was measurms «described in PAGE, and transferred to nitrocellulose membraiésmbranes
maltler(lz)lsa nadndmaertl??gai:ogA(é)iigr?l%mﬁwgolIr:"n?]%'er)lse a%stgen C'%n'”g were blocked 2 hours @uC in TBST (5% nonfat milk in 10 mM
wells u Il | wn. u ,N=o. H
doi:10.13714'ouqrnal.pond)072953.goo3 Tris/HCI, 100 MM NaCl, and 0_.1% TW(_een-_ZO, pH 7.6).
Membranes were exposed to the primary antibodideyed by
washing(36&L5 min. with TBST), and antibody bound proteins

Tablel. Effect of ACCA on the induction of apoptosis and necrosis irmftrecancer cells.
ACCA concentrationgmM) % of Cells
Viable Early apoptosis Late apoptoss Necrosit
MCF-7 ® c? 87,4 0,3 0.3 11,9
200 1,2 1,3 84,5 13
T47D ° & 94,4 15 0,6 3,5
200 1,4 1,3 64,6 31,8
MDA-231° c? 87,9 04 04 11,3
200 11 13 76,3 21,6
eC=contro aroun

100



% - I
1 APOP TAR NECROS TR
o o ¥
< <
~ 4
Q. (L
— = APOP PRE — oy VIVANTES APOP PRE
o 1 9 mga 1 2
TRy T T T T L T T TTTI . T TR, T
w0’ 10’ w' 10" w0’ 10’ w* 10°
FITC-A FITC-A
-4 4
NECROSE.
-
< Tt <
& &
B : N
= APOP PRE = VIVANTES APOP PRE
b Kb 2| 2
~ ‘ : : Gl e e e
10° w0’ 1w0* w0* 10 10’ 10* 1w0*
FITC-A FITC-A

MDA-231

UNTR ACCA
7] ] 3

—

S 3

NECROSE | 2*APOPTAR

VIVANTES APOP PRE

= MCF7
w | Searty apoptoss
= Dlate apoptosis
8 80 = | Onecrosis
©
o 60
oo
£ 40
S
E 20 -
0 [ ]
UNTR ACCA, 200 uM
T47D [ m viable |
1 00 Bearty apoptoss
@ ‘ !—:I‘Me‘apcmom
T 80 N
st s
S 60 i
Q
oo
£ 40 i
5 y —
S 20
@
a 0 T
UNTR ACCA, 200 uM
MDA'231 [@\isble
100 B early apoptosis ‘
‘_n Diate apoptosis
T Onecrosls
g 80 T
s
o 60
o
£ 40
et L
§ 20 A *\
5 []
UNTR ACCA, 200 uM

Figure4. Effect of ACCA inbreast cancesells. The indicated cell type eithentreatedUNTR) or treated with 200 uM oACCA for 48h.were
tained withFITC-labeled Annexin-Vand propidium iodidgPl) and immediately analysed by flow cytomett§) Data from arepresentativef four
experiments are shown. Cellsin thettomleft quadrantl represent viable cells (low Annexinand Pl stainingAnVZ'Pl); cells in the thebottom
right quadran® represent earlgpoptoticcells (high annexiry staining but lowPl staining,AnV*/PI);); cells in the top rightjuadran8 representiate
apoptoticcells (low annexinV and high Pl stainingAnV=’PI*);), and cells in the top righjuadrant represent necrotic cells (high anneXiand PI
staining,AnV*/PI*). Shown areepresentativelata from one of threendependengxperiments with samples in triplicafB) The percentagef early
apoptoticcells (onlyAnnexin-V stained), lateapoptoticand necrotic cells was calculated using the CelDseftware (Bectomickinson,San Jose,

CA, USA). Columns,mear6SD, n = 3.
doi:10.1377journal.poned072953.9004

were detected by enhanced chemiluminescence rsaff@ietce),
according to the manufacturer’s protocol. Tlolowing antibod-
ies were used: rabbit anti-MCT1, mouse anti-Babbitaanti-Bcl-
2 (Santa-Cruz Biotechnologies, CA), and anti-EF{Millipore,
Billerica, MA).

Cell Invasion, Migration and in Vivo
Tumorigericity Assays

Transwell invasion and migration assays wereqoeréd as
described [19] in a modified Boyden chamber (BDsRience,
Bedford, MA, USA). Briefly, the Matrigel wasllowed to
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rehydrate for 2 h at room temperature by addingmwaerum-
free DMEM. The wells of the lower chamber weilged with
DMEM containing 10% NuSerum, and the chambers weaih
assembled by placing the uncoated membrane betihediower
and upper compartments according to the manufatture
instructions. MDA-231 cell{10°) were seeded in the upper
compartment in serum-free DMEM containg 0.1% BS&GA
was then added at the indicated concentrationshe upper
chambers and incubated for 48 h3&@wC in a 5% CO2 humified
incubator. For migration, cel(§6&10% were added to the upper
compartments of the BioCoat chambers supplementéd w



MDA-231

Figure5. Effect of ACCA onthe level=f Bcl-2 family proteins
in breast cancectells. Lysates of the indicated cell tygither
untreated(UNTR) or treated with 200 uM of ACCAfor 48hwere
analyzed by western blotting and stained \#th2 and Bax antibodies
as described in «materials and method». Membranere reprobed

with EF-la  antibody to confirm equal loading.
doi:10.1371journal.poned072953.9g005
indicated concentrations of ACCA. The wells the lower

chamber were filled with RPMI 1640 containing 10%3¢rum,
and the chambers were each assembled similarlyeantethod
described above for migration assay. The migraBseay was
carried out a37uC for 15-18 h at37uC. Cells that invaded the
Matrigel or migrated to the underside of the coateembrane
were fixed, stained with the RAL 555 staining i®tained cells
were counted and normalized relative to the numbleseeded
cells. Experiments were assayed in triplicate, and at (Eadields
were counted in each experimentvino tumorigenicity assawas
performed as described [19]. Briefly, exponentigitpwing cells
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__100
&_:' 80 &
Q el
& 60 _§
oo
s g
T 20 3
C o
Es ES ES SE SE sk
2 4 4 4 4 2
52 25 2o S22 5= 25
: S 5 5 S ‘}
< =z < < < <
B MDA-231
o _ [=control
E 200 7 |sacca
= 150
E
o 100 7
S
oo T
5 50 1
e, LA .
g oo
8d 15d 24d 32d
Time (days)

Figure6. Effect of ACCAmigration and invasioim vitro, and
breast cancer tumor growth vivo. (A) For invasion, MDA-231
cells (10) were seeded in the upp@ompartmentof a Matrigel
chamber in serum-fre®MEM containing 0.1% BSAand allowetb
invade for 48 h a87uCin the presence of the indicatedncentrations
of ACCA. The lowercompartmentontained 0.5 ml oDMEM and 10%
NuSerum. For migration, MDA-231 cel[8610% were seeded ithe
upper compartmentin serum-free  DMEM containg 0.1% B%#Ad
allowed to migrate for 15-18 h atuCin the presence of thimdicated
concentration®f ACCA. The lowercompartmentontained 0.5 ml of
DMEM and 10% NuSerum. At the end of the invasion amdration

MDA-231 cells were suspended in PBS and mixed in a 1:1 ratioRssays, the filters were removed, fixed, atsined as indicated in

with Matrigel. Then, 100 hundred ul of eefp&L0°) were
inoculated s.c. on the right flank of each nude seoabove the

“Materials and Methods.” Invasion and migration wedetermined by
counting of the cells that had migrated to tbeer side of the filter

hind limb. One week after tumor inoculationg timice were with a microscope. Ten fields/cell line wepmunted. Bars, SD of

treated with vehicle or ACCA (2Bmol in 200ml; ref. [21]) five
times/week begining one week after subcutangausor cell
injection. Tumor growth rate was determined as dlesd [20].

Data Analysis

For cell proliferation/MTT assays, data are expressedaas
mear6SEM of multiple experiments, with each experiment

including three to six determinations, or alténely data are

triplicate samples from threendependenéxperiments. Thenigration

and invasion ofcontrd cells was used as a positive control @et
100%). «UNTxefers tountreatectells.(B) MDA-231 cells (2610°) mixed
in a 1:1 ration with Matrigel were inoculated a. the right flank of
each nude mouse above the hind limbe Qveek aftertumor
inoculation, the mice were treated five times/wemdgining oneweek
after subcutaneoutumor cell injection with vehicle (control) GxCCA
(25mmol in 200ml). Tumor sizes at different times are expressedhas
mean of the sum of two perpendiculdiametersBars, SD of tumor

volumes from five mice.

presented as me&SEM of OD. Statistical significance was doi:10.137journal.poned072953.9g006

determined using Student’s t test.

Results

ACCA Inhibits Proliferation of Human Breast Cance

Cells in a Dose and Time-Dependent Manner
Because ACCA is a known inhibitor of mondatylate

transporters (MCTs) with about a tenfold higredficacy for

MCT1 as compared with others MCTs [8], fivet determined by
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western blot analysis the expression of the MCfibtein in

immortal normal human breast epithelial ceH8L100, and
breast cancer lines, including MCF-7, MDA-23nd T47D.

IConsistent with previous studies [22], we foutitht MCT1
protein is elevated in all three breast cell lioespared to HBL-

100 immortal breast cell line (Fig. 1B). We nextvéstigated the

effect of ACCA on cell viability. MCF-7, MDA-231,rad T47D
breast cancer cells were treated with vehicle om®&0of ACCA



for different time intervals and cell viability waevaluated by
trypan blue dye exclusion method. A shown in Fig, ACCA
exhibited a significant reduction in cell viabiliacross MCF-7,
MDA-231 and T47D cell lines treated with 50 of ACCA for
1, 2, 3, 6 or 10 days as compared to control dellsontrast to
malignant breast tumor cells, treatment ofmiortal normal
human breast epithelial cells, HBL-100, with vebiol the same
concentration of ACCA did not influence the cethgth of HBL-
100cells (Fig. 2A).To confirm these data, MCF-7, MDA-23dnd
T47D breast canceells were treated with various concentrations
of ACCA, ranging from 25 to 208mol/L for 24 and 48hand
cell growth was evaluated by MTT reduction asgeyshown in
Fig. 2B, there is naignificant differencen growth inhibition in all
tumor cell lines treated with a 28 ACCA for 24h compared
with untreated cells. However, and consisteith the data
obtained above, on treatment of cells for 48 hhvimcreasing
concentrations of ACA (25, 50, 100, 150 and 2\), tumor cell
growth was strongly inhibited in a dose-defmm manner
(Fig. 2B). This suppressive effect of ACCA on tumeells was
most remarkable at the concentration of 200, 150mM and
50 mM for MCF-7 (54.47%;P , 0.005),T47D (77.47%;P , 0.005),
and MDA-231 (64.67%P , 0.005) cells,respectively.In contrast,
treatment of HBL100 immortal breast cell line, lwincreasing
concentrations of ACCA (25, 50, 100, 150 and 20@), do not
affect the growth of MDA-231, T47D and MCF-7 célg. 2B).
In total, these results suggest that ACCA actimguph MCT1
selectivelyinhibits the growth of breast cancer cellsin vitro

We next questioned whether the growth-inhilyiteffect of
breast cancer cell proliferation persists on aemh of ACCA.
MDA-231 cells were treated with medium alone ontaining
50 mM of ACCA for 48 h., and proliferatiowas assessday MTT
assay (d0). Our data show that, consistent with previous
results, ACCAsignificantly inhibited tumor cell proliferation (dO,
OD control, 0.235; OD ACCA, 0.084, 62.38%hibition,
P ,0.001). Plating medium was removed and replaced wit
growth medium containing 10% of FBS, and cebivwgh was
monitored for a further 4 days. Our data show thatsuppressive
effectsof ACCA at day 4(d4) were similar to that observed at dO,
(d0o, OD control, 1.775; OD ACCA, 0.580, 67.33%hibition,
P,0.001). These results clearly demonstrate that the itdpi
effect of ACCA on cell proliferation persists, even removal of
the drug.

ACCA Blocks the Clonogenic Ability of Breast

Cancer Cells

We next investigated whether ACCA had any effattthe
ability of breast cancer cells to form coloniesli€eere seeded
(2000-2000 cells/well) in complete mediumsir-well platesand
allowed to adhere for 24 h. The medium was thetacegd with
complete medium containing ACCA (0-25-2010), and the
ability of MCF-7, T47D and MDA-23tellsto form colonies was
monitored over the next 21 days. Our results sti@at in the
absence of any ACCA, MCF-7, T47D and MDA-231 ceéils
have a robust ability to form colonies and that A4C@hibits this
in a dose-dependent manner in all three tumorline (Fig. 3A
and 3B). A significantinhibitory effect of ACCA on breast cancer
cells colony formation is apparent at even®8 doses of ACCA
and with a 200nM dose, the ability of breast canamlls to form
colonies is completely blocked. These results ekteumr previous
observations indicating that that ACCA caused iiitab of cell
death at a concentration greater thanmiband suggesthat
ACCA is a potent suppressor of cell growth.
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Induction of Apoptosis in Human Breast CanCeil
Lines Correlates with an Elevation in Bax Levels

We next determined whether ACCA decreases celilitiabf
breast cancer cells through the induction of apptd@hus, cells
were treated for 48h with 200 uM of ACCA and phcadyl-
serine translocation was measuredflyy cytometry and annexin
V labeled with FITC. Annexin V, a Céazlependent phosphati-
dylserine binding protein, detects phosphatidyteetranslocation
onto the outer plasma membrane leaflet. Propidiodide (PI)
staining was used in conjunction with Annexin V-ElTfor the
detection of necrotic cells.

Annexin V-negative/Pl-negative, Annexin V positiréhega-
tive, Annexin V positive/Plpositive, AnnexinV-negat/Pl-posi-
tive cells represent the viabkells, the cellsin early apoptosis, late
apoptosis, and necrosis, respectively. As showRign 4, ACCA
induced early and late apoptosis in 85.8, 77.6 68@% of the
cell population of MCF-7, MDA/MB 231 and T47D respively
at dose of 20@hmol/L for 48 h. compared to untreatedlls. We
also found that ACCA induces necrosis in 21.6,31B38% of the
cell population of MCF-7, MDA/MB 231 and T47D respigely,
suggestinghat ACCA might also cause significant cellulatuiry
and increased apoptotic cell death (TableW$. next define
potential target genes associated with apopthsis might be
regulated by ACCA, thereby resulting in apedoin breast
cancercells. Because of the importance Bél-2 family proteins in
the regulation of apoptosis, we monitored kaels of expression
of antiapoptotic proteins (Bcl- 2) and the proafetic proteins
(Bax) in breast cancer cells. As shown in Fig. 5, ACCArdased
Bcl-2 protein level (1.8-, 2.4-, and 2.6-fol@spectively)whereas
Bax protein expression were elevated (3.4-, 2d4d 3.2-fold,
respectively)in MCF-7, T47D and MDA- 231 breast cancer cells,
respectively. In contrast, the levels of tharieus pro- and
antiapoptotic proteins did not change signifibait HBL-100

ﬁ:ellsfollowing treatment with.

ACCA (data not shown). These studies suggest &@CA
increases the ratio of of pro- to antiapoptotiotgins, thereby
tipping the balance of cancer cells from survigaprogrammed
cell death.

ACCA Treatment Decreases Cell Motility, Invasion
and inVivo Tumor Growth of MDA-231 Human

BreastCarcerCells

To investigate whether ACCA can affect importdmological
properties of breast cancer cells, we fiised in vitro cell
migration and invasioassaysAs shown in Fig. 6A, the migratory
and invasiveability of MDA-231 cells wassignificantly affected in
a concentration-dependent manner by ACCA. At thghdst
concentration of 200 uM, ACCA causes an up,t@0 and 85%
reduction incell migration andnvasion, respectivelygs compared
to untreated cells. We also determine the efféchaltiple i.p.
injections of ACCA on growth of MDA-231 cells sutianeously
implanted in nude mice. The ACCA concentrationsveetd asa
treatment protocol in the present study are withanrange used
in previous animal studies [21]. A shown in Fig.,6Be average
tumor volume in mice treated with ACCA wsignificantly lower
compared to vehicle-treated control mice. At 32sdafger tumor
cell injection, MDA-231 cells gave rise tanall tumors as
compared to vehicle-treated control miE95612 mn? vs
1262 mn7) indicating that ACCA reduced tumour growth by
»94%. Although, treatment of miceceivingMDA-231 cellswith
ACCA at 8 days resulted in a less dramatic deeréastumor
growth, the difference wasill evident(Fig. 6B). Of note, animals
remained well throughout the entire experimerd & weight



losswas observed upon treatmestiggestinghat ACCA was well  porters in other cellular contexts [13—-1&]ggesthat ACCA may

tolerated at this dose regimen (data not shown). possess potential therapeutic activity againstdbreancer cells,
without significantly affecting viability of normal cells.
Discussion The Bcl-2 genefamily members are important genetic elements

in maintaining homeostasis between survival antldegth [29].
Bcl-2 and Bcl-XL bind to the outer membrane of ashondria
and block cytochrome €fflux. In contrastfollowing induction of
apoptosis, Bax translocates from the cytosol to rii®chondria
where it enhances release of cytochrome C throtingh outer
membrane of mitochondria. A number of cytotoaiticancer
drugs or apoptotistimuli has been shown to trigger cytochro@e

Although treatment of breast cancer has improvedsicerably,
curative therapy is not available for these pasiebinfortunately,
the treatments in use today, such as surgery, tiadiand
chemotherapy, are exhaustive to the patients [Z]3lere’s
therefore great need to focus on new treatmentsateaeffective

in fighting specifically the tumors. Breastncar, as almost |(qjease through down-regulation of Bcl-2/Bcl-Xand/or up-
malignant tumors, harbors aberrant metabolic wayis which regulation of Bax [30]. The present studymdestratesthat
support rapid cell proliferation and provide a gthvadvantage  Acca is capable of inducing apoptosis in breastceanells. Cell
over normalcells [5]..Previous finding;uggesithat Iactgte, the end yaath triggered by ACCA is accompanied by up-reipreof the
of product ofglycolysis,is produced in large amount in tumansd  roanontotic protein Bax whereas levels of-Bdignificantly
is moreeffectl\{ethan gly_cosem the tumor cell energy metabphsm decreased. Although previous reports have shownciimh of
under aerobic conditions [11,12,14,23]. The medmaniset ,54n0sis in several cancer cell lines [13-16], data are the first
forward involves a competition between lactaed glucose highlight mechanisms by which ACCA induces apej in
metabolism for the intracellular NAPool [24]. In this context, it preast cancer cells. Our investigation also reektiat although
was shown that the main mechanism underlying igsabolic  ggx expression is regulated positively by wilge p53 [31],
change include important cytotoxic and cybst effects on  ACCA is able to induce Bax irrespective of p53 sain breast
several human tumors including breast carcinomas,2f.  cancer cellssuggestinghat alternative pathways can be involved
Additionnally, theloss of the reserve capacity of the mitochondrial j, Bax up-regulation after treatment with ACCA. Owssultsadd
function in breast cancer cells often leadscell death via g the growing evidence that has been accumulated the past
mitochondrial apoptotic signaling pathways [27].cBeseMCTs  few years supporting the existence of p53-independell death
are key players in this process, disruptionatieration of the jnduced by chemotherapeutic drugs [32-35]. At preset
metabolism of tumor cells via inhibition of @fs function ynknown whether ACCA directly or indirectly induce3ax
represent promising therapeutic perspectives ferdévelopment expression in breast cancer cells.
of targeted therapies in breast cancer [9]. _ In summary, our study demonstrates that ACCA iribbth

In this study, we document the antibreastcibama and  preast cancer cell migration/invasion and tumarsivo, and of
apoptosis-promoting properties of ACCA. On thasis of the jnduces growtsuppressiorand apoptosis in human breast cancer
previouslyconfirmed genetidefectsin the human tumor celllines cg|| lines containing both normal and mutated pSthe
analyzed, including mutations p53 [28], itesident that the cytotoxicity of this compound is highly related tise expression
antineoplastic effect of ACCA, acting through MCTéipes not  of apoptotic regulator molecules, such as Belnd Bax. Of
depend on the action of this tumor suppressor dgéme is potential importance and warranting expandeéadiss is the
frequently altered in human cancers. The capafithCCA to  finding that ACCAis more growth inhibitory toward breast cancer
efficiently inhibit the growth of wild-type and mutant p53 t8ea and than normal cells. In this context, ACCA mayéa great
carcinoma cells, supports the possibility that AC@ay prove potential to selectively compromise tumor celibility and to

Additionally, it is important to note that theell viability and  preast cancer.

proliferation in immortal normal human breagtithelial cells

were notsignificantly altered by ACCA at concentrations ranging . .

from 25 to 200 uM, which significantly induceztll death in Author Contributions

breast carcinoma cells. Furthermore, our ressittowedthat  ynceived and designed the experiments: JKM HBfoRreed the
ACCA significantly inhibited both migration, invasion and in Vivo experiments: LH ZA YAM. Analyzed the data: LH YAMKM LS ZA
tumor growth of MDA-231 cells. These data dthgr with HB. Contributed reagents/materials/analysis IstodA JKM LS CN.
previous studies demonstrating similar anti-prodifve effectsof ~ Wrote the paper: HB JKM LH.

a-cyano-4-hydroxycinnamate through inhibition dftéte trans-
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Liste des réactifs

Réactifs Référence Fournisseur
Trypsine 15090-046 Gibco-Life Technologies (Frgnde
PS Pénicilline /Streptomycine 15140-122 Gibco-Oierhnologies (France
Glutamine 25030-024 Gibco-Life Technologies (Frande
PBS Phosphate Buffered Saling 70011-044 Gibcoflmy#n (France)
MEM 10370-047 Gibco-Invitrogen (France)
DMEM 31885-023 Gibco-Invitrogen (France)
RPMI-1640 31870-025 Gibco-Invitrogen (France)
Insulin human recombinant 12585-014 Gibco-InvitrogEerance)
Horse serum 16050-130 Gibco-Invitrogen (France)
EGF PHGO0311L Gibco-Invitrogen (France)
Sodium-Pyruvate 11360-039 Gibco-Invitrogen (France)
DMSO Diméthylsulfoxyde D2650 Sigma (France)
Bleu de méthyléne M-9140 Sigma (France)
NacCl 231-598-3 Sigma (France)
SDS 811030 ICN Biomedicals
TEMED Teétramethylenediaming 110-18-9 ICN Biomedical
Glycine 07132391 Biosolve chimie (France)
Tris 20032391 Biosolve chimie (France)
MTT 475989 Calbiochem (Germany)
Kit Apoptose Annexin FITC PI CBAO059 Calbiochem (@any)

SVF Sérum de veau foetal

CVF-SVFO00-¢1

Eurobio néea

Ethanol

603-002-00-5

Merck (Germany)
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e)

e)

Réactifs Référence Fournisseur
Anticorps anti-Bax SC-6236 Santa Cruz Biotechnolig8A)
Anticorps anti-Bcl-2 SC-130308 Santa Cruz Biotedbgy (USA)
Immun-Star™ HRH 170-5070 Biorad (France)
Chemiluminescence Kit
Protein Assay Reagent A 500-0114 Biorad (France)
Protein Assay Reagent B 500-0113 Biorad (France)
Lignée MDA-MB-231 HTB-26 ATCC (distribué par LGC

Promochem, France)

Lignée T47D HTB-133 ATCC (LGC Promochem, Franc
Lignée MCF-7 HTB-22 ATCC (LGC Promochem, Frande)
Lignée Hela CCL-2 ATCC (LGC Promochem, Franc
Lignée HepG2 CRL-10741 ATCC ( Promochem, Francq
APS Ammonium persulfate 9592 Carl Roth (Karlsruhe)
RESVERATROL 250mg 1967 Biovea (France)
DOXORUBICINE 50mg/25mi 00703-5046-(J1 TEVA (France)
FLUOROURACILE 500mg/10m§ 10139-0063-}1 BioNiche (France)

CYCLOPHOSPHAMIDE 500mg

10019-0955-111

Baxter (France)
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Liste du matériel

Appareils

Fournisseurs

Lecteur spectrométrique de microplaques THERMO-m4

X

Molecular Devices

Cytometre en flux FACScan

Becton Dickinson

Systeme de migration de gels EPS 250

C.B.S Saentimpanie

Centrifugeuse Jouan E96 S.A.V Jouan
Microscope optique TELAVAL 31 Carl Zeiss
Balance MEHLER M51AR Sofranie

Congélateur

LieBHERR Comfort

Hotte a flux laminaire BHA48 Faster
Systeme de transfert Power-Pac 3000 Biorad
Etuve a 5% C© Revco
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Données chiffrées des graphiques

Figure 10. Effet inhibiteur du resvératrol (RES) 1@uM et du 3-BrPA 25ug/ml sur la
croissance des lignées MDA-MB 231

Moyenne SEM p values
RES 24H 0,07 0,01 0,000
RES 48H 0,05 0,0 0,001
3-BrPA 24H 0,095 0,0 0,06
3-BrPA 48H 0,09 0,0 0,082

Figure 11. Effet inhibiteur du resvératrol (RES) 1@uM et du 3-BrPA 25ug/ml sur la

croissance des lignées MCF-7

Moyenne SEM p values
RES 24H 0,06 0,0 0,000
RES 48H 0,07 0,0 0,001
3-BrPA 24H 0,1 0,0 0,06
3-BrPA 48H 0,14 0,0 0,071

Figure 19. I'effet inhibiteur de 'ACCA sur la croi ssance des lignées cancéreuses MDA-

MB 231
ACCA 24H 48H
(UM) Moyenne SEM p values | Moyenne SEM p value
25 0,094 0,001 0,091 0,18 0,02 0,000
50 0,075 0,001 0,037 0,11 0,001 0,000
100 0,078 0,001 0,037 0,098 0,01 0,000
150 0,07 0,001 0,019 0,099 0,01 0,000
200 0,069 0,001 0,01 0,097 0,01 0,000
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Figure 20. I'effet inhibiteur de I'ACCA sur la croi ssance des lignées cancéreuses MCF-7

ACCA 24H 48H
(HM) Moyenne SEM pvalues | Moyenne SEM p value
25 0,095 0,001 0,088 0,18 0,001 0,063
50 0,081 0,001 0,000 0,16 0,02 0,01
100 0,077 0,001 0,000 0,15 0,01 0,001
150 0,065 0,001 0,023 0,08 0,01 0,001
200 0,06 0,001 0,008 0,06 0,01 0,002

Figure 21. I'effet inhibiteur de 'ACCA sur la croissance des lignées cancéreuses T47D

ACCA 24H 48H
(UM) Moyenne SEM pvalues | Moyenne] SEM p value
25 0,11 0,001 0,113 0,1 0,01 0,197
50 0,11 0,001 0,04 0,08 0,01 0,000
100 0,1 0,001 0,001 0,082 0,01 0,002
150 0,099 0,001 0,001 0,081 0,001 0,001
200 0,072 0,001 0,001 0,07 0,001 | 0,000

Figure 29 : Effet inhibiteur des dérivés D1 et D2 d00uM sur la lignée MDA-MB 231

Moyenne SEM p values
OD D1 24H 0,05 0,0 0,000
OD D1 48H 0,05 0,0 0,000
OD D2 24H 0,05 0,02 0,000
OD D2 48H 0,05 0,0 0,000
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Figure 30 : Effet inhibiteur des dérivés D1 et D2 d00uM sur la lignée MCF-7

Moyenne SEM P values
OD D1 24H 0,05 0,0 0,000
OD D1 48H 0,05 0,01 0,000
OD D2 24H 0,05 0,0 0,000
OD D2 48H 0,05 0,0 0,000

Figure 31 et 32 : Effet inhibiteur du RES a 100uM3-BrPA a 25ug/ml, ACCA a

200uM, D1 et D2 a 100uM sur la lignée MDA/MB 231 34 et 48h

C RES 3-BrPA ACCA D1 D2
oD 0,11+0,0 | 0,07+0,01 | 0,08+0,01} 0,07+0,01 ] 0,05+0,0 | 0,06+0,0
24 H p 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
OD 0,10+0,0 |0,05+0,01 | 0,06+0,01} 0,09+0,01 ] 0,05+0,0 | 0,05+0,0
48 H p 0,002 0,80 0,001 0,000 0,000

Figure 33 et 34 :

Effet inhibiteur du RES a 100uM3-BrPA a 25ug/ml, ACCA a

200uM, D1 et D2 a 100uM sur la lignée MCF-7 a 24 48h

C RES 3-BrPA ACCA D1 D2
oD 0,1+0,0 0,05+0,0 ]0,08+0,01} 0,06+0,0 0,05+0,0 | 0,05+0,0
24H p° 0,000 0,024 0,000 0,000 0,000
oD 0,15+0,0 |0,06+0,0 | 0,09+0,0 | 0,06+0,0 0,06+0,0 | 0,05+0,0
48H p° 0,000 0,000 0,000 0,000 0,000
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Lexique

Adénocarcinome : tumeur maligne qui se développe aux dépens desti@nsemble de
cellules) glandulaires

Alopécie : chute totale ou partielle des cheveux ou des poils.

Angiogenése formation de nouveaux vaisseaux sanguins, a mitiraisseaux préexistants,
qui permettent d'irriguer notamment les tumeurséeuses.

Apoptose :ensemble des mécanismes survenant au sein ddule etlaboutissant a la mort
de celle-ci physiologiquement.

Carcinome : respect par le malade d’'une prescription ou d'gmme.

Compliance : rapport entre le volume du réservoir élastiquéaepression du fluide qu'il
contient.

Cytochrome C : classe de transporteur des électrons au cours despération cellulaire
mitochondriale.

Dénaturation des protéines :désorganisation de la structure spatiale sans naipdes
liaisons covalentes. La chaine polypeptidique less gpartiellement ou totalement dépliée.
Etiopathogénie : étude des causes d'une maladie et des processissgaels ces causes
agissent.

Epigénétique : étude des changements d'expression des génes anirnem |I'absence de
mutations de I'ADN.

Ganglion lymphatique : les ganglions lymphatiques, dont l'inflammatiorroctique est
appelée adénopathie, sont le point de rencontregaleseaux lymphatiques.

Métastases :processus par lequel des cellules tumorales prefifeet se disséminent dans
l'organisme pour atteindre d'autres organes.

Mutation somatique : mutation survenant dans une cellule non germinale.

Néoplasme: tumeur, bénigne ou maligne, résultant d’'un procesde transformation
aboutissant a une structure morbide (pathologique).

Oncogenéseensemble des facteurs et des mécanismes a l'odgsiecancers ou tumeurs
malignes.

Phase GO;phase de repos de la cellule.

Phase Sphase de la réplication de I’'ADN.

Phosphatidylsérine: phospholipide principalement présent sur la fadeadellulaire de la

membrane plasmique.
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Lexique

Tératogénicité: capacité de certaines substances a provoquermauis des anomalies et/ou
des déformations foetales.

Tumeur bénigne: néoformation tissulaire tres proche des tissus aorpar sa structure, a
croissance lente, et dont I'évolution spontanétsient locale, n’aboutit pas a la mort du
sujet, sauf complications mécaniques ou métabdiguae tumeur bénigne ne donne jamais
de métastase.

Tumeur maligne: maladie provenant d’'une prolifération anarchiqumebntrélée de cellules

canceéreuses, pouvant aboutir a des métastases.
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RESUME

Le cancer du sein est la premiére cause de mértalihinine dans le monde, constituant un véritablgci de
santé publique. Les axes principaux de ce tragaiisistent a étudiein-vitro, les effets antiprolifératifs et pro-
apoptotiques du resvératrol, 3-BrPA, ACCA ainsi gie leurs dérivés ciblés, sur des lignées cancgseus
humaines mammaires, notamment MDA-MB 231, MCF-T4&1D. Les résultats des tests du MTT ont révélé
une baisse significative de la croissance cellelaides concentrations respectives de 100puM paasi&ratrol

et ses dérivés, et de 50 a 200uM pour 'ACCA, mangaraison avec le contréle. En revanche, une gimer
antiproliférative significative a été observée, quament lors de Il'association du 3-BrPA (25ug/ml) a
traitement anticancéreux conventionnel (5pg/ml D@6tg/ml 5-FU+ 500ug/ml CPA). De plus, les tests de
clonogénicité et de cytométrie en flux, consécudifstraitement avec I’ACCA, ont démontré une dirtiou de

la viabilité cellulaire et une induction a I'apopto avec un effet moindre sur les cellules humamas
cancéreuses HBL100. La stimulation des cellulescé&muses mammaires avec I'ACCA augmenterait
I'expression des protéines Bax et du ratio BaxtBaln processus largement impliqué dans le déletament de

la mort cellulaire programmée. Par ailleurs, notena démontré la capacité de 'ACCA a inhiber Ignaiion et
l'invasion des cellules MDA-MB 23in-vitro. Aussi, la croissance tumorale des MDA-MB231 aaftéctée de
maniere significative par 'ACCAn-vivo. De ce fait, ces résultats montrent que nos prodeitsynthése et plus
précisément '’ACCA seraient une cible thérapeutigiée prometteuse dans le traitement du canceeidu s

Mots clés : resvératrol, acide-cyano-4-hydroxy-3-méthoxycinnamique, acide 3-brpgmavique, cancer du
sein, stress oxydatif, métabolisme énergétiqudif@ration, apoptose.

ABSTRACT

Breast cancer is the first feminine death-causangofr in the world and is an utmost concern forligutealth. In
this context, the present work has examinedrthétro anti-proliferative and pro-apoptotic effects ofwesatrol,
3-BrPA, ACCA as well as their targeted derivatives,human breast cancer cell lines, namely MDA/VA.,2
MCF-7 and T47D. The results of the MTT assay rea@a significant reduction of cellular growth atOuM
concentrations for resveratrol and its derivativas] in the range of 50-200uM for ACCA, comparethwhe
control. However, a significant anti-proliferatiggnergy was observed only during the associatioB-BfPA
(25ug/ml) in the conventional anticancer treatm@ptg/ml Dox + 25pg/ml 5-FU + 500pg/ml CPA). Colony
formation and flow cytometry assays, consecutivedatment with ACCA, demonstrated a significantrdase

of cell viability and an induction of apoptosis wiminimal effects on normal cells. The stimulatiohbreast
cancer cells versus apoptosis with ACCA would iaseethe expression of Bax proteins and the ratBaafto
Bcl-2, a process widely involved in the stimulatiof the programmed cellular death. Besides, we have
demonstrated the in vitro ability of ACCA to inhithe migration and invasion of MDA-MB231 cells twit
ACCA. Additionally, tumor growth of MDA-MB231 breagancer cells was dramatically affected in vivo by
ACCA. Therefore, these results show that our prtsjumainly ACCA, might be very promising therapeuti
targets in the treatment of breast cancer.

Key words: resveratrol,a-cyano-4-hydroxy-3-methoxycinnamic acid, 3-bromapyc acid, breast cancer,
oxidative stress, energy metabolism, proliferategoptosis.
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