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Le cancer du sein est le deuxieme cancer le plus fréquent dans le monde apres le
cancer du poumon, la cinquieme cause la plus fréquente de déces par cancer, et la premiere
cause de déces par cancer chez la femme. Le cancer du sein est un probleme de santé publique
et son incidence augmente régulierement [1]. Le terme «cancer du sein» représente un
continuum de maladies, allant du carcinome non-invasif au carcinome invasif [2]. Il s’agit
d’une prolifération de cellules malignes au niveau du tissu mammaire. Ces cellules peuvent
exprimer ou non trois récepteurs importants: le récepteur d’cestrogeéne (RE), le récepteur de la
progestérone (RP), et le récepteur des facteurs de croissance épidermiques humains
(HER2/neu). Plus de 60% des cancers du sein se sont révélés contenir des niveaux mesurables
du RE. Les cancers du sein positifs pour le RE sont potentiellement sensibles aux effets des
cestrogenes, favorisant leur croissance. Par la suite, le développement et I'application clinique
d'un certain nombre de modulateurs différents des récepteurs stéroides a fourni une excellente
opportunité pour gérer efficacement les cancers du sein RE-positif (RE"). En général, les
patientes qui sont RE" ont une survie sans récidive plus longue et peuvent survivre plus
longtemps que celles atteintes d’un cancer RE-négatif (RE") [3, 4]. Malheureusement, les
cancers du sein RE-négatifs sont plus agressifs par un mécanisme encore mal connu [5]. Le
cancer du sein triple négatif (TNBC) n’exprime pas de RE, de RP et de HER-2 [6]. 1I a,
généralement, un pronostic plus mauvais que les autres cancers du sein exprimant ces
récepteurs. Alors que les tumeurs RE™ et RP* bénéficiant d'une thérapie hormonale et que les
tumeurs qui amplifient le gene HER-2/Neu, sont traitées avec des anticorps monoclonaux
ciblant le récepteur HER-2 en plus de la chimiothérapie, le TNBC est traité uniquement par la

chimiothérapie [7].

Plusieurs thérapies anti-cancéreuses ont été développées au cours des dernieres décennies,
visant toutes a s’attaquer a une ou plusieurs des caractéristiques connues du cancer « Cancer
Halmarks » [8], qui sont : le maintien d’une signalisation proliférative, I’insensibilité aux
signaux antiprolifératifs, la résistance a 1’apoptose, I’immortalité réplicative, I’induction de
I’angiogenese, 1’activation de I’invasion et de la métastase, le déreglement du métabolisme
énergétique de la cellule, 1’échappement au systtme immunitaire, ainsi que les facteurs
facilitateurs : I’instabilité génétique et I’inflammation. Les plantes sont considérées parmi les
principales sources de produits naturels biologiquement actifs. Dans le monde entier, plus de
50 000 especes de plantes sont utilis€ées a des fins médicinales [9]. Au cours des dernieres
années, les apports des phytoestrogenes étaient d'un grand intérét, car ils jouent un role

important dans la prévention du cancer. Les phytoestrogénes sont un groupe de composés non

Page 1



INTRODUCTION GENERALE

stéroidiens largement distribués dans les plantes. Il existe diverses classes structurelles de
phytoestrogenes ot ils sont classifiés selon leur structure chimique. Les phytoestrogenes sont
structurellement ou fonctionnellement semblables aux cestrogénes mammiferes. Par
conséquent, les phytoestrogeénes peuvent se lier faiblement aux récepteurs des cestrogénes et
par la suite promouvoir ou inhiber les effets des cestrogénes [10]. Ainsi, ils jouent un role
important dans la prévention des cancers [11]. Comme agonistes d’cestrogenes, les
phytoestrogeénes imitent les cestrogénes endogenes et provoquent des effets oestrogéniques.
D’un autre coté, ils peuvent empécher une activité oestrogénique et agir comme antagonistes
d'cestrogenes, par inhibition ou modification des RE provoquant des effets anti-oestrogéniques

[12]. Les principaux phytoestrogenes sont les isoflavones et les lignanes [13, 14].

Le but du présent travail de these est d’étudier, pour la premicre fois, les effets de la
désoxypodophyllotoxine, une substance structurellement liée au lignane podophyllotoxine, sur
des lignées de cancer du sein in vitro et in vivo, afin de fournir une référence pour la recherche
clinique. La désoxypodophyllotoxine utilisée dans ce travail est le produit d'un processus
semi-synthétique utilisant la podophyllotoxine (extrait de Dysosma versipellis (Hance) M.
Cheng) comme matériau de départ. A cet effet, deux lignées du cancer du sein sont testées : la
lignée MCF-7 dérivant d’un cancer du sein ER" et la lignée MDB-MB-231 dérivant d’un
TNBC.

En méme temps que notre €tude était en cours, une étude canadienne venait d’étre
publiée montrant que la DPT dans sa forme brute, dérivé de Juniperus communis, présente un
effet antiprolifératif et antitumoral puissant sur la lignée cellulaire MDA-MB-231 du cancer
du sein humain, in vitro [15]. Etant entrés ainsi dans la compétitivité méme, ces résultats nous
ont poussés a nous hater pour démontrer les effets de la forme semi-synthétique de la DPT,
dérivé de Dysosma versipellis (Hance) M. Cheng ex Ying (Berberidaceae), a la fois in vitro et
surtout in vivo (ce qui ferait la nouveauté) sur nos lignées cellulaires. Nous avons comparé les
activités de la DPT a celles de 1’étoposide (VP-16) et du docétaxel, deux médicaments bien

connus et utilisés dans le traitement du cancer du sein.

Page 2



CHAPITRE 1

SYNTHESE
BIBLIOGRAPHIQUE



SECTION 1

LES LIGNANES

ET LA
DESOXYPODOPHYLLO-
TOXINE



SECTIONI  LES LIGNANES ET LA DESOXYPODOPHYLLOTOXINE

1. Lignanes

Les lignanes sont une famille de composés phénoliques qui sont tres répandus dans le
regne végétal. Les lignanes sont contenus dans plus de 55 familles de plantes [16] et qui sont

obtenus par voie de l'acide shikimique. Les lignanes sont formés par 1'union de deux unités

phénylpropanes.

La podophyllotoxine (Cy,H;,0s) (Figure 1) est un lignane aryltétraline d’origine
naturelle. Il a été trouvé que la podophyllotoxine se lie a la tubuline, la sous-unité
monomérique fondamentale des microtubules, provoquant l'inhibition de I'assemblage des
microtubules et, par conséquent, 1'arrét du cycle cellulaire en métaphase [17]. Il est important
de noter que la podophyllotoxine est le lignane le plus abondant dans la podophylline, une

résine produite par des especes du genre Podophyllum (Berberidaceae) [18].
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Figure 1. Structure chimique de la podophyllotoxine [19].

Malheureusement, la podophyllotoxine est responsable d'une irritation et d’une toxicité
gastro-intestinale. En outre, la collecte des plantes, connues pour étre des sources naturelles de
la podophyllotoxine, est limitée a cause de la rareté et ’insuffisance de fournir la demande
croissante de ce composé utilis€é comme matiere premiere pour la synthese de VP-16 et de
nouveaux dérivés [20, 21]. Pour ces raisons et d'autres, d'éventuelles sources de la
podophyllotoxine et de nouvelles approches pour sa syntheése ont été nécessaires. Un nouveau
procédé biotechnologique intéressant et constituant une alternative pour la production des

lignanes spécifiques, est la conversion de la désoxypodophyllotoxine isolée a partir des
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rhizomes d’Anthriscus sylvestris (une plante commune en Europe de 1'Ouest) en

épipodophyllotoxine, le diastéréoisomere de podophyllotoxine [22].

2. Désoxypodophyllotoxine

La désoxypodophyllotoxine (DPT) (CxH20O7) (Figure 2) est un composé
phytochimique structurellement trés i€ a la podophyllotoxine. Elle est considérée comme le
lignane principal d’Anthriscus sylvestris L. Hoffm [23]. Elle possede plusieurs propriétés
pharmacologiques, notamment antiprolifératives, antitumorales, antivirales, anti-
inflammatoires, antiagrégantes plaquettaires et antiallergiques [24-32]. Le nombre d'études de
son mécanisme d'action sur les cellules cancéreuses [33] et d'autres propriétés

pharmacologiques sont en croissance [34-38].

OCH,

Figure 2. Structure chimique de la DPT [19].

Dans plusieurs especes végétales, I’aryltétraline lignane, la DPT, est considéré comme un
constituant tres intéressant car il est utilis€é comme un précurseur dans la production de la
podophyllotoxine [23]. En plus des rhizomes d’Anthriscus sylvestris (A.sylvestris), la DPT
peut également étre isolée a partir de Pulsatilla koreana (Yabe ex Nakai) Nakai ex T. Mori,

les especes de Podophyllum, de Dysosma et d’autres espéces végétales.

2.1. Histoire de la recherche sur la podophyllotoxine

La podophyllotoxine, un aryltétraline lignane d'origine naturelle, a été isolé pour la
premiere fois en 1880 par Podwyssotzki a partir de la plante nord-américaine Podophyllum
peltatum L. (Podophyllum Américain), communément appelée la mandragore américaine ou

la pomme de Mai. La podophyllotoxine, un lignane bioactif non-alcaloide, a également été
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isolé a partir du Podophyllum emodi Wall. ex Royle (Podophyllum Indien, syn.
Sinopodophyllum hexandrum_(Royle) T.S. Ying) et Sinopodophyllum hexandrum (Royle) T.S.
Ying (Podophyllum Taiwanais, syn. Dysosma pleiantha (Hance) Woodson) [39].

La Podophyllotoxine est un composé pentacyclique (Les noyaux A, B, C, D et E)
(Figure 1). En général, toutes les substitutions en position C-4 sur 'anneau C sont acceptables
et permettent a la fois d’intensifier I’activité anticancéreuse et I’activité topoisomérase [40].
Toutefois, une simple modification de la structure peut conduire a la formation de composés

ayant différents mécanismes d'action, interférant avec une variété de cibles biomoléculaires.

La classe des podophyllotoxines comprend plusieurs structures chimiques étroitement
apparentées en particulier la résine qui se compose principalement de podophyllotoxine, de
DPT, de 4'-déméthylpodophyllotoxine et de o-, P-peltatines [41]. Cette classe comprend
¢galement d’autres agents cytostatiques tels que le VP-16 et le téniposide, agents semi-
synthétiques de la podophyllotoxine, utilisés pour le traitement du cancer du poumon et des
testicules, du sarcome d'Ewing, des lymphomes, du glioblastome et de la leucémie aigué non
lymphoblastique [18]. La podophyllotoxine se lie a la tubuline ce qui provoque 1'inhibition de
I'assemblage des microtubules et, par conséquent, conduit a l'arrét du cycle cellulaire en
métaphase [17]. Elle se lie également au site colchicine de la tubuline [42]. Malheureusement,
la podophyllotoxine a échoué dans le contexte clinique. En outre, elle peut tre extrémement
dangereuse en cas de surdosage. La toxicité de 1’extrait du Podophyllum pour les surfaces
muqueuses a été démontrée en 1872 [41]. Plus tard, en raison de l'irritation et de la toxicité
gastro-intestinale et afin d’obtenir des agents antitumoraux plus puissants et moins toxiques
comme le VP-16 [43] et le téniposide [44], d'importantes modifications structurelles ont été

effectuées.

2.2. Effets pharmacologiques de la DPT
2.2.1. La DPT : un agent antitumoral, anti-microtubule et modulateur des protéines

de régulation du cycle cellulaire

Les deux classes de cyclines et des protéines kinases cycline-dépendantes (CDK), sont
étroitement impliquées dans la progression des cellules au cours du processus du cycle
cellulaire [45]. La combinaison du Cdk4 ou Cdké6 avec les cyclines de type D (D1, D2 et D3)

assure la progression du cycle cellulaire a travers la phase G1. A la fin de la phase Gl1, les
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complexes Cdk2 et cyclines type E (E1 et E2) sont nécessaires pour l'entrée en phase S.
Tandis que, les complexes Cdk?2 et cyclines type A (Al et A2) jouent un role important dans
la progression de la phase S. Durant la phase G2, les complexes Cdk1 cyclines type B (B1 et
B2) sont formés pour déclencher la transition G2/M et la progression de phase M. L’activité
du complexe Cdkl/cycline B dépend principalement du niveau de la cycline B et de 1'état de
phosphorylation de Cdk1 [46]. Tandis que cdc25c (cell division cycle 25¢) régit l'activation
du complexe Cdkl1/cycline B par le biais de la déphosphorylation de Cdk1, cette derniere peut
étre phosphorylée et inhibée par Weel/Mytl [47]. Ainsi, l'activation du Cdkl et
I'accumulation de la cycline B dans le noyau sont nécessaires pour la progression a travers la
phase G2/M du cycle cellulaire [48]. L'inhibition de la synthése des protéines au cours de
cette phase prévient la cellule de subir une mitose. La phase G2 se poursuit jusqu'a ce que la
cellule entre dans la mitose pendant laquelle une biosynthese importante se produit. Elle
implique principalement la production de microtubules, qui sont nécessaires au cours de la

mitose.

Des études récentes ont étudié 1'effet de la DPT, isolée a partir des racines d’A.sylvestris
(produit en Jeonnam Gurye, Corée), sur les cellules HeLLa (Henrietta Lacks) du carcinome du
col utérin. Contrairement au Taxol (controle positif) qui augmente la polymérisation de la
tubuline, la DPT se lie directement a la tubuline, empéche 1'assemblage des microtubules et
induit la perte du réseau de microtubules apres un traitement par 0.25uM de DPT pendant 24h.
Etant donné que toute inhibition de la polymérisation de la tubuline a été impliquée dans
I’arrét du cycle cellulaire en phase G2/M dans diverses lignées de cellules cancéreuses, le
traitement par la DPT provoque une accumulation, temps-dépendant, des cellules dans la
phase G2/M avec une diminution concomitante de la population des cellules de la phase G1,
et ceci probablement en raison de son affinité pour la tubuline [49]. L'arrét du cycle cellulaire
a la phase G2/M, induit par la DPT, est associé a sa capacité de modifier I'expression des
cyclines A et B1. En outre, les effets antiprolifératifs de la DPT sur les cellules HeLLa du
carcinome du col utérin ont été accompagnés par une augmentation de la population cellulaire
sub-G1, une caractéristique de la mort cellulaire apoptotique, ce qui confirme 1'implication de

la DPT dans I'effet apoptotique.

De nombreux effets antitumoraux des agents anticancéreux sont associés a l'activation
des voies apoptotiques [50]. La DPT a également été rapportée comme étant capable de

promouvoir le clivage a la fois de la caspase-3 et de la caspase-7, accompagné par le clivage
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de I’enzyme de réparation de l'acide désoxyribonucléique (ADN), poly (ADP-ribose)
polymérase (PARP), ce qui révele que le mécanisme d’apoptose induit par la DPT implique
I’activation de la voie des caspases [33]. De plus, le traitement par la DPT induit
l'accumulation du gene suppresseur de tumeurs p53 [33] conduisant a la translocation
mitochondriale de la protéine Bcl-2—associated X (Bax) qui favorise la libération
mitochondriale de la cytochrome-c (cyt-c) dans le cytosol et l'activation de l'apoptose [51].
L'augmentation de l'expression de p53 et de Bax est mise en parallele avec l'activation des
agents de phosphorylation du p53, y compris les senseurs des 1ésions de ' ADN, ATM et Chk2

[52-54], aboutissant a l'activation de la cascade des caspase-3 et 7 et de 1'apoptose.

2.2.2. L'effet inhibiteur de la DPT sur la migration

Les MMP-9 et MMP-2, protéines de la famille des métalloprotéinases matricielles
(MMPs), sont impliquées dans la dégradation de la matrice extracellulaire dans les processus
physiologiques normaux tels que le développement embryonnaire, la reproduction et le
remodelage des tissus, ainsi que dans les processus pathologiques, y compris l'arthrite et
I’hémorragie intracérébrale [55]. IIs possedent également un rdle important dans la migration
des cellules musculaires lisses (CML) vers I’intima des vaisseaux sanguins [35]. Exprimée
dans la phase initiale de la migration des CML dans le modele des 1€sions artérielles chez le
rat, la protéine MMP-9 joue un role important dans la régulation de la migration et de la

prolifération des cellules musculaires lisses vasculaires (CMLV).

Avec la MMP-2, la MMP-9 joue également un rdle essentiel dans la dégradation de la
matrice extracellulaire (MEC), une des principales causes de 1'athérosclérose [56]. Au cours
de ce processus pathologique, le facteur de nécrose tumorale (TNF-a) est sécrété par les
CMLV [57] et induit I’activation de I’ERK1/2, ce qui favorise la croissance et le mouvement
cellulaire [58-61]. Une étude antérieure a révélé que, apres le traitement par la DPT in vitro,
les activités enzymatiques des MMP-9/2 et le TNF-a induisant la production de la MMP-9 ont
été tous les deux inhibés en raison d'une diminution de la phosphorylation de ERK1/2
(Extracellular signal-regulated kinases 1/2), p38 et INK (c-Jun N-terminal kinases), ce qui
suggere le role majeur de MAPK (mitogen-activated protein kinase) dans 1’expression du
MMP-9 et I’invasion des CML de ’aorte humaine. Contrairement a la MMP-9 pour laquelle

I'expression de son gene a été inhibée par la DPT, I'expression du gene de la MMP-2 n'a pas
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été modulée [35]. En conclusion, la DPT présentait un double-effet inhibiteur : sur les
activités enzymatiques des MMP-2 et -9 d'une part, et sur I’expression du géne de la MMP-9
d'autre part. Et par conséquent, ce composé peut étre d'une grande efficacité dans le traitement

des maladies inflammatoires séveres, en particulier I'athérosclérose.

2.2.3. L'effet de la DPT sur les propriétés électrophysiologiques des neurones de

mammiféres et la régulation de la signalisation Ca’" dépendante

Les neurones des ganglions spinaux expriment divers types de canaux ioniques et de
récepteurs qui ont au moins trois fonctions: 1) Transduction (par exemple, certains récepteurs
traduisant des stimuli nocifs en impulsions électriques), 2) Conduction (par exemple, les
canaux de sodium et de potassium qui sont impliqués dans la propagation des potentiels
d'action), et 3) Modulation de la transmission synaptique (par exemple, les canaux calciques
voltage-dépendants et les récepteurs du glutamate, exprimés sur les terminaisons
présynaptiques des afférences primaires dans la corne dorsale, régulant la libération de
neurotransmetteurs). En outre, les canaux sodiques voltage-dépendants jouent un role
essentiel dans l'initiation et la propagation des potentiels d'action dans les neurones et d'autres
cellules électriquement excitables, telles que les myocytes et les cellules endocrines [62].
Lorsque la membrane cellulaire est dépolarisée par quelques millivolts, les canaux sodiques
s’activent et s’inactivent en quelques millisecondes. L’afflux d'ions de sodium, par
I'intermédiaire des protéines membranaires intégrales y compris les canaux, dépolarise la
membrane supplémentaire et déclenche la phase ascendante du potentiel d'action. L'inhibition
de la fonction du canal de sodium réduit la capacité fonctionnelle de la communication des
neurones. Cette inhibition affecte principalement deux types de canaux sodiques voltage-
dépendants présents chez lI'homme: le canal sodique voltage-dépendant sensible a la
tétrodotoxine (les canaux TTX-S Na*), responsable du courant de sodium qui conduit la phase
de dépolarisation des potentiels d'action des neurones [63] et le canal sodique voltage-
dépendant résistant a la tétrodotoxine (les canaux TTX-R Na®) largement trouvés dans les

axones de petit diametre tels que ceux des neurones nociceptifs [63].

Dans des études antérieures, lorsque les activités insecticides de la DPT ont été étudiées,
les symptomes d'intoxication ont été observés chez les blattes américaines injectées avec une

dose toxique de la DPT. A des doses faibles, l'effet de la DPT a été accompagné par des
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symptomes excitateurs, tandis que des symptomes paralysantes et une absence de réponse ont
été observés a des doses élevées, ce qui indique une neurotoxicité par le traitement a la DPT
[64, 65]. Pour confirmer la neurotoxicité de la DPT, surtout que son analogue « VP-16 »
présente une neurotoxicité dans les neurones hippocampiques et des effets antimitotiques, des
études ultérieures ont été explorées sur les neurones du ganglion de la racine dorsale (GRD)
extrait des rats Sprague-Dawley agés de cinq semaines. Les résultats ont montré que la DPT
(A partir de Juniperus sabina L. dans la partie nord-ouest de la Chine) a supprimé a la fois les
courants de sodium voltage-dépendants TTX-S et TTX-R dans les neurones du GRD du rat de
maniere dose-dépendante. Cet effet réduit la sensibilité des canaux sodiques et diminue
l'excitabilité membranaire [65]. Par ailleurs, les effets de la DPT sur les canaux sodiques des
neurones du GRD du rat sont completement différents de ceux d'autres insecticides tels que
les pyréthroides, insecticides largement utilisés et également connus de pouvoir d’affecter les
canaux sodiques voltage-dépendants [66]. Les autres insecticides maintiennent les canaux
sodiques ouverts par hyperexcitation, alors que la DPT inhibe les canaux sodiques en les
maintenant a 1'état fermé. Par conséquent, le mécanisme par lequel la DPT affecte les
neurones et présente une neurotoxicité, est completement différent de celui induit par les

insecticides courants.

Pour fonctionner correctement, les cellules sont totalement dépendantes de 1’action du
Ca™, un messager secondaire. Les cellules sont également chargées de contrler
’homéostasie du Ca®* et de garder sa concentration intérieure libre 2 un faible niveau
approprié, toute défaillance peut conduire a ce qui a été appelé la catastrophe du calcium [67].
Dans le systeme nerveux, le Ca® joue un role important dans la régulation de plusieurs
variétés de processus, y compris l'excitation, la libération des neurotransmetteurs et la
régulation des genes dans les neurones [68]. La DPT a pu déclencher et augmenter la
libération du Ca®* interne de maniere dose-dépendante, par la mobilisation du Ca®* externe

apres I’interaction avec des cibles intracellulaires [65].

Enfin, les effets suppresseurs de la DPT sur la cinétique des courants de sodium en
termes d’excitabilité des neurones de la GRD peuvent fortement contribuer a ses activités
antitumorales et anti-inflammatoires. En outre, la DPT a augmenté les concentrations
intracellulaires du Ca®* dans les neurones de la DRG, ce qui peut conduire 2 la cytotoxicité

neuronale.
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2.2.4. Autres effets pharmacologiques de 1a DPT

Il a été démontré que la DPT possede une activité antiallergique [69]. Apres avoir été
administré par voie intrapéritonéale (1,0 a 10 mg/kg) et par voie intraveineuse (0,25 a 1,0
mg/kg) a des rats, la DPT a montré une inhibition dose-dépendante de la réaction de
I’anaphylaxie cutanée passive (ACP) induite par 1'anticorps anti-dinitrophényle (DNP), une
immunoglobuline E (IgE). De plus, l'activité de 1’inhibition de I'ACP induite par la DPT est
plus puissante que celle de la prednisolone et de l'indométacine, deux médicaments

couramment utilisés comme témoins positifs.

En plus d'étre un précurseur efficace de la podophyllotoxine antitumorale, la DPT elle-
méme a un effet potentiel sur les tumeurs. La DPT possede des activités antiprolifératives [32],
antitumorales [70] et antivirales remarquables [31] (Figure 3). Il a été précédemment rapporté
que la DPT présente une activité antiagrégante plaquettaire [28] et un effet anti-inflammatoire
par inhibition de I’activité de la cyclooxygénase (COX)-2 sélective / 5-lipoxygenase (LOX)
[30] (Figure 3). Cette molécule possede également une activité insecticide [71]. Par ailleurs,
la DPT est un inhibiteur puissant de I'expression de I'oxyde nitrique synthase inductible (iNOS)
dans les lignées des macrophages murins stimulés par un lipopolysaccharide bactérien (LPS),
Raw 264.7 [26], la DPT inhibe la production de monoxyde d’azote (NO) induite par le LPS
dans les cellules Raw 264.7 via la modulation de I’expression de I’iNOS. Enfin, la DPT est
largement utilisée dans le traitement de I'hyperpigmentation provoquée par un rayonnement
ultraviolet UV ou par les pigments [36]. Basé sur les propriétés pharmacologiques de la DPT,
les investigations cliniques sont nécessaires pour mieux comprendre les potentiels

thérapeutiques de cet agent actif émergent.

' Antiprolifératifs et
antitumoraux

Antiviraux J Antioxydants ]
Anti- ' _ _
L inflammatoires J Antiallergiques J

Antiagrégants J

plaquettaires

Figure 3. Effets pharmacologiques de la DPT [19].
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2.3. La DPT, un précurseur de la biosynthése des lignanes de haute valeur

Traditionnellement, la podophyllotoxine a servi de précurseur pour la production de
médicaments antitumoraux hautement efficaces tels que le VP-16 et le téniposide, qui ont été
largement utilisés dans le traitement du cancer et des verrues vénériennes. La synthese
complete de la podophyllotoxine est difficile en raison de la présence de quatre centres
chiraux, d’un trans-y-lactone rigide et d’un 7 -aryl substituant axial [20]. De plus, les plantes
sources de podophyllotoxine sont rares et leur récolte ne suffit pas aux besoins de synthese du
VP-16 et de semi-synthese de nouveaux dérivés. Cela semble devenir un goulot
d'étranglement majeur car les especes Podophyllum ont été inscrites sur la liste des especes
menacées. Pour ces raisons et d'autres, d'autres sources de podophyllotoxine et de nouvelles
approches pour la synthese sont nécessaires. Les chercheurs visent a explorer de nouvelles
sources de podophyllotoxine, y compris la culture, la culture in vitro de cellules et de tissus
végétaux et la synthese chimique. La biosynthese semble étre une option prometteuse et peut
aider a développer de nouvelles sources et a fournir une production durable de
podophyllotoxine d’une fagon économique. En effet, la compréhension de la biosynthese de la
podophyllotoxine est I'une des étapes de base nécessaires pour la culture classique des plantes
médicinales et de l'ingénierie de métabolite. La DPT semble étre le matériau de départ

approprié pour accomplir cette biosynthese.

2.4. Solubilité de l1a DPT dans ’eau et validation de son activité in vivo

Depuis plus de dix ans, les investigations de Dlactivit¢ de la DPT ont été basées
uniquement sur des expériences in vitro qui ont révélé ses effets antitumoraux et anti-
inflammatoires puissants. Malheureusement, les études in vivo sur cette molécule ont été
entravées par sa solubilité dans I'eau, ce qui a rendu la préparation de l'injection intraveineuse
impossible [19]. La podophyllotoxine peut étre utilisée pour préparer des dérivés
glycosidiques en agissant sur le groupe hydroxyle en position 4 conduisant a la synthese du
VP-16 et du téniposide qui sont appliqués avec succes en clinique. Toutefois, 1'absence d’un
groupe hydroxyle en position 4 sur la DPT a empéché la synthese des dérivés glycosidiques
et a ainsi limité son utilisation clinique [19]. Aujourd'hui, les efforts sont concentrés, d'une
part, sur une facon d'utiliser la DPT pour la préparation des injections souhaitées et, d'autre
part, sur la validation de son activité anticancéreuse in vivo chez les animaux et donc son

application dans les pratiques cliniques [19].
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Récemment, en Chine, les chercheurs ont réussi a préparer un complexe d'inclusion de la
DPT avec des dérivés de la B-cyclodextrine (B-CD), le sulfobutyl éther-B-cyclodextrine (SBE-
B-CD) et 2-hydroxylpropyl-B-cyclodextrine (HP-B-CD) [19, 72]. Le SBE-B-CD (Captisol) et
le HP-B-CD sont des dérivés polyanioniques utilisés en complexe avec divers médicaments
pour faciliter leur solubilité et leur stabilité chimique aprés administration parentérale.
Approuvé par la Food and Drug Administration (FDA), ces dérivés sont bien tolérés chez
I'hnomme et dénuées d'effets indésirables [73, 74]. Le complexe d'inclusion fait de SBE-B-CD
et de la DPT a augmenté la solubilité de la DPT dans 1'eau de 0,5 mg/L (forme insoluble) a
S5g/L. (forme relativement soluble). Ce complexe d'inclusion solide a été testé dans les
expériences in vitro et in vivo, et les résultats ont révélé que ce complexe présente une activité

antitumorale significative sur diverses lignées de cellules cancéreuses [72].

In vitro, le complexe d'inclusion a démontré un effet inhibiteur significatif de la DPT sur
plusieurs types de cellules tumorales. De plus, I'effet observé est plus important que celui du
VP-16 (témoin positif). L'effet inhibiteur de la DPT pouvait enfin étre testé in vivo. L’essai a
été effectué par injection intraveineuse via la veine caudale sur des souris transplantées par les
tumeurs S180 (sarcome murin) et HEPS (carcinome hépatocellulaire murin). Ainsi, apres la
dissolution du complexe d'inclusion de SBE-B-CD et de la DPT dans le sérum physiologique,
les données ont indiqué des effets antitumoraux significatifs du complexe d'inclusion avec des
taux d'inhibition de la tumeur d'environ 50% pour les deux types de cellules tumorales. Dans
les xénogreffes S180, les taux d'inhibition étaient 54,53% et 41,67% apres administration
d’une dose de 10 et 5 mg/kg de DPT, successivement. Quant aux xénogreffes HepS, les taux
d'inhibition de la tumeur étaient de 52,09% et 42,27% apres 'administration des mémes doses,
respectivement. Lorsque le complexe d'inclusion SBE-B-CD et DPT est dissout dans de 1'eau
puis testé sur la croissance d’une xénogreffe de cellules de la lignée humaine de cancer
bronchique non a petites cellules (CBNPC) H460 par injection intraveineuse via la veine
caudale dans des souris Nudes H460, les résultats ont montré que le taux de croissance
tumorale a été 49,68%, tandis que le taux d'inhibition de la tumeur a été 43,08% apres
l'administration de 8 mg/kg de DPT. En outre, les effets inhibiteurs observés étaient
significatifs et semblables a ceux des témoins positifs, le cyclophosphamide (20 mg/kg) et le
VP-16 (20 mg/kg). De plus, les groupes de dosage de la DPT n’ont aucun effet inhibiteur
significatif sur le poids corporel des animaux. Cependant, le poids corporel des animaux du
groupe VP-16 est inhibé de maniere significative, ce qui indique que la toxicité de la DPT est

inférieure a celle du VP-16 [72].
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De méme, Le complexe d'inclusion solide de DPT et de B-CD a augmenté la solubilité de
la DPT et a été testé in vitro et in vivo. Les résultats ont révélé que ce complexe présentait une
activité antitumorale significative contre diverses lignées de cellules cancéreuses humaines
telles que le cancer du poumon a petites cellules (CPPC), la leucémie, le cancer du col de

l'utérus et le cancer gastrique [19].

3. VP-16 et docétaxel

La classe des podophyllotoxines comprend également certains agents cytostatiques tels
que le VP-16 et le téniposide, agents semi-synthétiques de la podophyllotoxine, utilisés pour
traiter des cancers multiples [19]. Le VP-16 (Figure 4A), inhibiteur de la topoisomérase II, est
un médicament alcaloide cytotoxique qui se lie et inhibe la fonction de la topoisomérase II et
arréte le cycle cellulaire aux phases finales S et G2 [75]. Le VP-16 est efficace dans le

traitement de plusieurs tumeurs, y compris le cancer du sein métastatique [76].

A.

HaC N
0 (0]
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Figure 4. Structures chimiques du VP-16 (A) et du docétaxel (B) [77].

D’autre part, le docétaxel (Figure 4B), taxane semi-synthétique, est un composé
cytotoxique actif avec un effet antitumoral puissant contre le cancer du sein [78, 79]. 1
favorise la polymérisation de la tubuline et la stabilisation des microtubules en empéchant leur
désassemblage [80]. Bien que ce médicament de chimiothérapie réduit le risque de récidive du

cancer et améliore le pronostic vital, il est associé a de nombreuses toxicités liées au
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médicament et qui sont dues, en partie, aux doses élevées utilisées pour obtenir 1'effet
antitumoral souhaité [81]. Par conséquent, des doses et des taux de séquestration plus faibles
dans les organes sains devraient améliorer 1'efficacité des traitements et minimiser les effets

indésirables.

4. Dysosma versipellis

Dysosma (Berberidaceae) est une famille endémique en Chine qui se compose de sept
especes vivaces, rares et vulnérables [82]. Dysosma versipellis (Hance) M. Cheng ex Ying est
considérée comme 1’'une de ces especes médicinales chinoises les plus importantes,
endémique au sud de la Chine [83]. Dysosma versipellis (D.versipellis) est cultivée dans le
sous-bois a feuillage persistant mixte et les foréts de feuillus de la Chine. Au cours des
dernieres années, les populations naturelles de cette espece ont considérablement diminué en
raison des activités anthropiques. Aussi, la détérioration ou la perte d'habitat et la
surexploitation ont gravement affecté la conservation in situ de la plante et ont exposé cette
derniere a un risque plus élevé d'extinction, ce qui nécessite une protection immédiate, la

conservation ex situ et la culture commerciale [84, 85].

Dans les dernieres décennies D. versipellis a suscit¢ l'intérét de 1’industrie
pharmaceutique en raison de la présence de la podophyllotoxine, le lignane leader de la

synthese des médicaments antitumoraux les plus importants [20, 86].

4.1. Rhizome de D.versipellis

Le rhizome de D.versipellis, nommé Rhizomadiphylleiae, Diphylleiasinensis Li, a été
enregistré la premiere fois dans «Classique Herbale de Shennong» apres le genre
Podophyllum. 11 pousse principalement dans les régions de la province du Zhejiang, la

province du Jiangxi et de la province du Hubei [87].

4.1.1. Composés chimiques actifs

Les investigations phytochimiques antérieures ont montré que les lignanes, les
flavonoides et les acides aminés sont les constituants majeurs de D.versipellis [88, 89]. Huit
composés, la podophyllotoxine, la DPT, la 4'-déméthyldésoxypodophyllotoxine, la 4'-
déméthylpodophyllotoxine, la diphylline, le kaempférol, la quercétine et le béta-sitostérol ont

N

été isolés a partir du rhizome de D.versipellis [90] avec sept autres composés récemment
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caractérisés [91]. Etant donné que les constituants chimiques des especes Dysosma sont
compliqués, et le principal constituant podophyllotoxine est cytotoxique, ils pourraient se

révéler extrémement dangereux en cas de surdosage [92].

4.1.2. Effets biologiques
4.1.2.1. Effets thérapeutiques

Dans certains remedes populaires, en raison de son activité biologique, cette plante a
longtemps été utilisée pour tuer les parasites et pour traiter les morsures de serpent,
I'encéphalite épidémique B et la parotidite [93]. Des études ont montré que les constituants et
les extraits de cette plante traditionnelle chinoise ont des activités inhibitrices de croissance

sur diverses tumeurs iz vivo ou in vitro [88, 90, 94].

Le rhizome de D.versipellis (Figure 5) est fréquemment utilisé individuellement par
application externe pour traiter les fractures, la polyarthrite rhumatoide et le lumbago mais il

ne convient pas a 1’'usage par voie orale [92].

Figure 5. Rhizome Dysosma versipellis (racine), a Shennong jia [92].

4.1.2.2. Effets toxiques

Vu que la toxicité du rhizome de D.versipellis n'a pas été encore bien étudiée, on ignore
toujours sa dose fatale, ses effets toxiques ainsi que ses effets secondaires, par conséquent, il
est encore largement utilisé dans les vins médicinaux. Lorsqu'il est mal pris, une intoxication

peut se manifester suite a un surdosage.
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4.1.2.2.1. Effets sur la peau

Le rhizome de D.versipellis peut induire une dermatite de contact en raison de
l'acrimonie, la mort peut survenir si une grande quantité est impliquée. Song et al. [95] et
Gong et al. [96] ont rapporté que les patients qui appliquent la podophyllotoxine (constituant
majeur du rhizome de D.versipellis) pour guérir un condylome sévere (acuminata condylomes)

sont morts empoisonnés.
4.1.2.2.2. Effets sur le systeme nerveux central

Le rhizome de D.versipellis induit une excitation suivie par un effet inhibiteur sur le
systeme nerveux central (SNC). Les dommages cérébraux se produisent en particulier dans le
cortex cérébral, les ganglions de la base et la moelle épiniere [92]. Jin et Yuan ont rapporté un
cas d’encéphalopathie toxique causé par une consommation, par erreur, d’un vin médicinal
contenant le rhizome de Dysosma [97]. La raison est que la podophyllotoxine est capable de

traverser la barriere hémato-encéphalique (BHE) en raison de sa forte liposolubilité.

4.1.2.2.3. Effets sur le systeme digestif

Le rhizome de D.versipellis peut provoquer des symptdmes gastro-intestinaux séveres au
cours de la phase précoce de l'intoxication. Le péristaltisme du tractus gastro-intestinal est
fortement stimulé et la fonction d'absorption est dérégulée. Les symptomes cliniques observés

sont les nausées, les vomissements, les maux d'estomac et la diarrhée [98, 99].

4.1.2.2.4. Effets sur le systéme cardiovasculaire

Les muscles cardiaques peuvent étre gravement endommagés par le rhizome de
D.versipellis et conduire a une myocardite toxique. Les symptomes cliniques incluent des
palpitations, une douleur thoracique, une tachycardie et une €élévation des enzymes cardiaques.
Chen a rapporté un cas de déces par fibrillation auriculaire et coagulopathie impliquant
l'intoxication par le rhizome de D.versipellis [100]. Les présentations cliniques du défunt
étaient clairement liées a la toxicité cardiaque, dont une fibrillation auriculaire rapide, une
insuffisance cardiaque aigué gauche suivies d’un arrét cardiaque. De plus, un engagement

cérébral et une hyperkaliémie ont été responsables de ces signes et symptdmes [100].
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4.1.2.2.5. Cytotoxicité

Le mécanisme toxique principal de la podophyllotoxine est la cytotoxicité: (1) La
podophyllotoxine inhibe la polymérisation des microtubules cellulaires, ce qui peut avoir une
incidence sur l'ensemble des microtubules. Cela peut conduire a la cessation de la division
cellulaire a la métaphase et I’arrét de la mitose. (2) La podophyllotoxine, qui est un agent
toxique spécifique du cycle cellulaire, inhibe 1'activité de la topoisomérase II a la phase G2 et
la phase S du cycle cellulaire. Ce qui crée une molécule « ADN- Topoisomérase II » stable et
induit la rupture du double brin ou du simple brin de 1la molécule d'ADN, qui a la fin conduit a
une recombinaison illégitime de I’ADN. (3) Elle inhibe l'absorption cellulaire des bases tels
que la thymine, 1'uracile, I'adénine et la guanine, et par conséquent, elle inhibe la synthese de

I’ADN, de I’acide ribonucléique (ARN) et des protéines [41, 101, 102].

Dans notre expérience, la DPT est le produit d'un processus semi-synthétique utilisant la
podophyllotoxine (extrait de Dysosma versipellis (Hance) M. Cheng) comme matériau de
départ. L'inclusion faite de DPT et de HP-B-CD n’a pas montré de signes de toxicité notable

chez les animaux, ces derniers €taient méme inférieurs a ceux du VP-16 [72].
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1. Cycle cellulaire des cellules eucaryotes : mitose et régulation

1.1.La mitose

La mitose est le processus fondamental par lequel une cellule meére donne deux cellules
filles identiques entre elles et a la cellule dont elles dérivent [103]. La période de la vie de la
cellule mere qui s’écoule jusqu’a ce qu’elle donne deux cellule filles s’appelle le cycle

cellulaire.

La mitose est un mécanisme extrémement complexe qui est régulé par un grand nombre
de protéines intervenant trés transitoirement et dans un ordre défini, permettant ainsi la
succession précise des différentes étapes du cycle cellulaire. Toute anomalie de régulation de
ce processus peut étre a ’origine de développement tumoral. La cellule défectueuse devient
alors cancéreuse puis, par métastase, migre et se propage dans tout 1’organisme, entrainant des
conséquences dramatiques pour tout 1’organisme. D’ou I'intérét d’étudier les régulateurs du
cycle cellulaire dont les anomalies sont souvent a I’origine des cancers [104]. De plus, une
bonne compréhension de ces mécanismes régulateurs permettrait la mise au point de

nouvelles approches thérapeutiques.

1.1.1. Les phases du cycle cellulaire

Les étapes du cycle cellulaire sont définies par deux évenements majeurs : ’interphase,
au cours de laquelle les chromosomes sont répliqués, et la mitose, au cours de laquelle les
chromosomes se répartissent entre les deux cellules-filles [105, 106]. Lorsqu’elles ne se

divisent pas, les cellules sont dites en quiescence ou phase GO.

Sous I’effet de signaux mitogenes, les cellules entament la division qui peut étre répartie en
quatre phases : G1 (Gap 1 : gap = pause), S (Synthese), G2 (Gap 2) et M (mitose) (Figure 6)
[107].

Au cours de la phase G1, les cellules passent par un point de restriction, point de non-
retour a partir duquel le cycle est irréversiblement engagé et ’entrée en division ne dépend
plus de la présence des facteurs mitogenes. La phase G1 est préparatrice a la phase S au cours
de laquelle I’ADN est répliqué. La phase G2 précede la phase M, ou mitose (proprement dite),
au cours de laquelle les chromosomes dédoublés sont répartis dans les deux cellules filles,
grace au fuseau de division. Cette phase M peut étre découpée en cinq périodes: la prophase,

la prométaphase, la métaphase, 1’anaphase et la télophase. La cytokineése (ou cytodiérese)
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acheve la division de la cellule. Lorsque les cellules cessent toute prolifération, sous 1’effet de
signaux antimitogenes ou suite a la disparition des agents mitogenes, elles quittent le cycle
cellulaire et retournent en phase de quiescence. Les quatre phases s’enchainent de fagon
coordonnées, chaque phase ne pouvant commencer que lorsque la précédente s’est déroulée
correctement. De nombreux mécanismes de contrdle (checkpoints) assurent un « contrdle
qualité » a chaque étape et bloquent le déroulement du cycle lorsqu’une anomalie est détectée
(endommagement de I’ADN, ADN non complétement répliqué, chromosomes non attachés au

fuseau mitotique, ...) (Figure 6) [107-109].

Duplication des
chromosomes

Rupture de la

Réplication mrﬁfn_hr_nnv
de 'ADN o nucléaire Prophase

Prométaphase

Mitose Métaphase

Interphase Anaphase

Télophase

v. )
* Cytokinése

Point de restriction

Signaux mitogénes

Figure 6. Phases et événements majeurs du cycle cellulaire [107].

1.2. Régulation du cycle cellulaire

1.2.1. La phosphorylation des protéines

La phosphorylation réversible des protéines par les protéines kinases a été découverte
dans les années 1950 par Edwin G. Krebs et Edmond H. Fischer récompensés en 1992 par le
prix Nobel de médecine [110]. Elle consiste en I’estérification de la chaine latérale de la
sérine, de la thréonine ou de la tyrosine (chez les eucaryotes), par addition d’un ou plusieurs
groupements phosphates. Cette modification post-traductionnelle intervient dans un trés grand
nombre de processus cellulaires fondamentaux et variés (du métabolisme a 1’apoptose) par le

biais de cascades de signalisation. Elle induit des modifications fonctionnelles de la protéine
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cible : amplification ou I’inhibition d’une activité enzymatique, changement de localisation

intracellulaire ou changement de structure permettant I’association avec d’autres protéines.

1.2.2. Kinases cycline-dépendantes

Les kinases cycline-dépendantes (CDK pour cyclin-dependent kinases) sont a I’origine
de phosphorylation permettant 1’activation de protéines régulatrices de la division cellulaire.
La recherche d’inhibiteurs de ces protéines kinases est en plein essor avec des bénéfices
thérapeutiques attendus dans de trés nombreux domaines et en particulier en oncologie [13].
Ainsi, la progression dans le cycle est sous la dépendance des CDK et de leur régulation par
les cyclines. Les isoformes de la cycline D (DI-3) lient CDK2, 4, 6 et conduisent la
progression en G1. Puis le complexe CDK2-cycline E prend le relais pour assurer la transition
G1/S, suivie par le complexe CDK2-cycline A qui assure le contrdle de la phase S. Le
complexe CDKl-cycline A intervient en G2, et le complexe CDK1-cycline B régule la

transition G2/M et I’entrée en mitose (Figure 7).

Figure 7. Les CDKs contrdlent le cycle cellulaire [107].
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Au moins quatre niveaux de régulation contribuent a 1’activité transitoire de ces CDKs:
— L’assemblage transitoire des complexes CDK-cyclines, lié a une durée de vie des
cyclines généralement courte, la protéolyse jouant un réle prépondérant dans le controle
du cycle cellulaire. Une trop grande affinité du complexe CDK-cycline peut déstabiliser le
cycle. Par exemple, parmi les autres acteurs de la phase G1, la cycline E est un composé de 50
kilodaltons (kDa) hyperexprimée dans 25 % des cancers du sein. L’¢lastase de cellules
tumorales de plusieurs types de cancer (sein, ovaire, gastrique, colorectal ou mélanome) est
capable de cliver la cycline E en isoformes de « bas poids moléculaire » de 33 et 44 kDa.
L’hyper-expression de la cycline E et la formation post-traductionnelle des isoformes de bas
poids moléculaire dans le cancer du sein est associée a un phénotype agressif de la maladie au
pronostic défavorable, tant en survie sans progression qu’en survie globale et
indépendamment du statut ganglionnaire ou hormonal de ces tumeurs [111]. La transfection
de ces isoformes « bas poids moléculaires » dans des lignées de cellules épithéliales
mammaires aboutit a la perte du controle du cycle cellulaire et induit des clones tumoraux.
Des analyses de liaison montrent que les isoformes tronqués de la cycline E ont une plus
grande affinité pour CDK 2 que la cycline E « entiére » [112]. L’indole-3-carbinol (I3C),
composé actif issu d’un glucosinolate (renfermé dans le chourave et d’autres cruciferes
comme le brocoli, les choux et les choux de Bruxelles) induit un arrét du cycle en G1 et induit
I’apoptose dans plusieurs types de tumeurs (sein, prostate, endometre, colon, leucémie) [113].
Des études in vitro montrent que I’I3C empéche le clivage de la cycline E en inhibant de

facon non compétitive 1’¢élastase neutrophile humaine [114] (Figure 8);

— Des modifications post-traductionnelles, de type phosphorylations et déphosphorylations,
conduisant a I’activation ou a I’inactivation des CDK. Les deux mécanismes peuvent coexister
sur le méme complexe CDK-cycline pour activer I’entrée en mitose. Ainsi, plusieurs
mécanismes conduisent a I’activation de CDK1-cycline B lorsque la cellule est préte a entrer
en phase M : d’une part, les phosphorylations inhibitrices des résidus thréonine 14 (Thr14) et
tyrosine 15 (Tyrl5) situés au bord de la poche de fixation de I’ATP sont levées par les
phosphatases cdc25 a, b ou c. D’autre part, la phosphorylation activatrice du résidu Thr161 de
CDKI1 est réalisée par le complexe CDK7-cycline H-Mat 1, aussi appelé CAK pour CDK

activating kinase [115] ;

— Une association transitoire avec des inhibiteurs protéiques, dont il existe deux familles.

La famille INK4, comprenant p16INK4A, p15]NK4B, p18INK4C et p19INK4D interferent avec les
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monomeres de CDK 4 ou 6 et empéchent la fixation de la cycline de type D bloquant la
progression en G1. La famille kinase inhibitor protein (KIP), comprenant p21CIP1, p27KIPl et
p575"* fixent les complexes CDK-cyclines et les inactivent [116]. Pour exemple, p21<"" et
p275"! en fixant le complexe CDK 4-cycline D pourrait étre nécessaire 2 son assemblage et
sa translocation dans le noyau sans en inhiber 1’activité kinase. Ces deux protéines sont, par
ailleurs, des inhibiteurs du complexe CDK 2-cycline E. Ainsi, ’apparition de p2lCIPl et

71 permet donc la formation des complexes CDK 4-cyclines D, tout en retardant

7KIP1

p2
I’activation des complexes CDK 2-cycline E. En fin de G1, la phosphorylation de p2 par
CDK 2-cycline E conduit a son ubiquitinylation par Skpl/Skp2 et a sa destruction par le

protéasome [117]. Cette élimination de p27 *™! contribue & I’entrée en phase S ;

— Des changements de localisation intracellulaire qui est en général également régulée par

des phosphorylations et des déphosphorylations.

Indole-3-carbinol

Figure 8. Potentiel anti-mitogéne de 1’13C [107].
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1.2.3. Inhibiteurs des protéines kinases

Un grand nombre de pathologies humaines sont la conséquence d’une rupture de
I’équilibre entre kinases et phosphatases. Concernant le cycle cellulaire et les CDK, Ia
recherche d’inhibiteurs couvre un champ thérapeutique large (de la pathologie cancéreuse a la
neurologie, mais également la virologie ou les pathologies rénales [17], expliquant 1’intérét
grandissant des laboratoires pour la découverte, 1’optimisation et I’évaluation thérapeutique de
petites molécules inhibitrices des protéines kinases (PKI) [118]. Actuellement plus d’une
centaine d’inhibiteurs de kinases sont en évaluation a des degrés divers de développement

(Figure 9).

Maladies cardio-vasculaires

Maladies virales

-Athérosclérose
Cancer :
-Resténose LMV
Chimiothérapie -Hypertrophie cardiaque HSV
-VIH
-HPV
Systeme nerveux Maladies protozoaires
-Malaff!e d Alzhetmuer i -F‘a!udmme_
-Maladie de Parkinson des CDK -Leishmaniose
-Maladie de Nieman-pick de type C \ / -Trypanosomiase
-Sclérose latérale amyotrophique
-Accident vasculaire cérébral/ischémie Reproduction
-Voie de signalisation de la douleur ' T
-Traumatisme cranien -Fécondation in vitro
-Clonage
Maladies rénales Diabéte de type 2 Inflammation
-Glomérulonéphrite -Sécrétion d'insuline -Pleurésie
-Lupus rénal -Arthrite

-Collapsing alamérulopathie
-Polykystose rénale

Figure 9. Intéréts thérapeutiques potentiels des inhibiteurs des CDKs [107].
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Le site catalytique d’une kinase constitue la cible principale [118]. Ces molécules ont en
commun : un faible poids moléculaire, un hétérocycle hydrophobe plan, un mécanisme
d’action compétitif avec ’ATP au niveau de sa poche de liaison et une interaction avec la

kinase par liaisons hydrophobes et ponts hydrogenes.

Certains inhibiteurs de CDK sont approuvés par la FDA et commercialisés, mais
certains sont encore dans les phases de développement clinique I et II. Les inhibiteurs peuvent
étre classés en fonction de leur profil d’inhibition des CDK et du kinome en général :

e Les « cdk pan-inhibiteurs » comme le flavopiridol (ciblant CDK1, 2, 4,6) ;

e Les inhibiteurs plus spécifiques : la roscovitine inhibant CDK1, 2 ou le PD 0332991
(Palbociclib) inhibant CDK4, 6 [119]; ce denier fut trés récemment approuvé pour le
traitement du cancer du sein métastatique [120, 121].

e Les inhibiteurs de CDK mais aussi d’autres récepteurs: par exemple, le ZK 304709 co-
inhibant VEGFR (Vascular Endothelial Growth Factor Receptor) et PDGFR (Platelet-
derived growth factor receptor) [122].

Les modeles animaux de souris knock-out (KO) mettent 1’accent sur les roles multiples
des CDK, malmenant parfois le concept du role unique et séquentiel des CDK dans le cycle
cellulaire : les souris mutées sur CDK2 sont viables [123] suggérant une activité
compensatrice des kinases de I’interphase (CDK2, 4, 6). A I’inverse, les délétions de CDK 1

dans les cellules germinales de souris entrainent une 1étalité embryonnaire précoce [124].

De plus, il existerait une sensibilité tissulaire différente a 1’inhibition des CDKs [125].
Par ailleurs, si les PKI induisent 1’apoptose dans les cellules en division, ils protegent les
cellules normales de I’apoptose quand elles sont exposées a certains cytotoxiques. Grace a cet
effet différentiel, les PKI ont été utilisés pour la protection des cellules normales des effets
indésirables des agents cytotoxiques « classiques », comme par exemple dans la prévention de
I’alopécie [126] ou pour la prévention de la néphrotoxicité du cisplatine par la roscovitine
[127]. Ainsi, les études précliniques fondées sur des concepts purement génétiques de gene

KO ou knock-in sont a interpréter prudemment.

1.2.4. Stratégie d’utilisation des PKI : perspectives en oncologie

Le rationnel d’utilisation des PKI repose une augmentation d’activité des CDK dans la

cellule cancéreuse en rapport avec la surexpression de cycline ou la fréquente inactivation des
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inhibiteurs de CDK [46]. Plusieurs études préclinique montrent une synergie des PKI
combinées aux drogues cytotoxiques « classiques » (cisplatine, 5 fluoro-uracile « SFU »,
doxorubicine, paclitaxel) et en particulier quand ils sont utilisés avant les PKI [128], ouvrant
un large champ d’investigation concernant la chronothérapie de ces molécules. En effet les
PKI pourraient étre plus efficaces sur des cellules « synchronisées » ou bloquées a certains
moment du cycle. Ainsi, et tres récemment, les inhibiteurs de CDK4/6 ont constitué de
nouvelles thérapies orales approuvées par la FDA dans le cancer du sein métastatique [120,

121].

2. Microtubules et agents anti-microtubules
2.1.Dynamique des microtubules et formation du fuseau mitotique

2.1.1. Structure

Les microtubules sont des cylindres creux d’environ 24 nanometres (nm) de diametre et
plusieurs micrometres de long [129], résultant de 1’assemblage non covalents d’hétérodimeres
de tubuline « 1’¢lément structurel de base », constitués de deux sous-unités a et B présentant
40 a 50 % d'’homologie (Figure 10) [130, 131]. Six geénes codent pour la tubuline a et sept
pour la tubuline B. Il s’agit donc d’une protéine hétérodimérique globulaire de 110 kDa. A
coté des sous-unités o et B, d’autres sous-unités de la tubuline ont été découvertes. Parmi elles,
on trouve la tubuline y découverte en 1989 par Oakley et qui présente environ 30%
d’homologie avec les deux tubulines précédentes [132]. Elle joue un role important dans la
nucléation, permettant la croissance des microtubules [133]. D’autres tubulines ont aussi été
identifiées comme les tubulines 9, €, { et 1 mais elles ne sont pas présentes chez tous les

organismes eucaryotes [134].
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Tubwuline Protofilament Microtubule

Figure 10. Dynamique des microtubules [135].

2.1.2. Propriétés dynamiques et régulation

Les microtubules sont, avec les chromosomes, les constituants de base du fuseau
mitotique. Ils sont essentiels a la division cellulaire au cours de laquelle ils forment une
structure bipolaire, complexe et dynamique, nécessaire a la ségrégation correcte des
chromosomes pendant la mitose : le fuseau mitotique (Figure 11). Ce sont des polymeres
dynamiques de tubuline qui oscillent constamment entre des cycles de polymérisation et de
dépolymérisation (Figure 10) [136]. La transition entre polymérisation et dépolymérisation
est appelée « catastrophe », la transition inverse est le « sauvetage ». Cette propriété de
polymérisation hors équilibre, baptisée instabilité dynamique (Figure 10) [137, 138], est
décrite par quatre parametres : les vitesses de croissance et de décroissance et les fréquences
de « catastrophe » et de « sauvetage ». Ce processus permet de moduler I’organisation spatiale
des microtubules dans la cellule, par exemple lors de la croissance cellulaire, de la

polarisation de la cellule ou encore de la formation du fuseau mitotique.

Ces hétérodimeres sont arrangés en protofilaments paralleles, tous orientés dans la méme

direction, conférant au microtubule sa polarité.
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Figure 11. Représentation schématique des différentes étapes du cycle cellulaire dans une

cellule somatique [135].

Ainsi, dans les cellules animales, les extrémités « négatives », peu dynamiques, sont
ancrées au niveau d’un centre nucléateur et organisateur des microtubules, le centrosome,
tandis que les extrémités « positives » participent trés activement a la dynamique spatiale de

polymérisation / dépolymérisation (Figure 12).

Au cours de la polymérisation de la tubuline en microtubules, ’'une des deux molécules
de guanosine triphosphate (GTP) associée au dimere de tubuline est hydrolysée [139].
L’¢énergie provenant de cette hydrolyse n’est pas nécessaire a la polymérisation de la tubuline
mais a la capacité des microtubules de se dépolymériser [140]. L’un des mode¢les actuels pour
expliquer I’instabilit¢ dynamique est celui de la coiffe de GTP, fondé sur deux états
conformationnels de la tubuline : (1) un état guanosine diphosphate (GDP) instable
constituant ’essentiel de la paroi du microtubule ; (2) un état GTP stable coiffant 1’extrémité
du microtubule et permettant la polymérisation par ajout de nouvelles sous-unités de tubuline
[136]. C’est la perte aléatoire de cette coiffe GTP qui entrainerait les catastrophes. Plus
récemment, des résultats obtenus par microscopie électronique ont montré que la régulation de

la dynamique des microtubules implique des changements structuraux a leurs extrémités [140].
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Ces résultats ont conduit & un modele expliquant 1’instabilité dynamique grace aux propriétés

élastiques des microtubules (Figure 12).
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Figure 12. Microtubules: les bases [129].
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2.1.3. Réle crucial des microtubules dans la mitose

A cdté de son rdle important dans le processus de migration cellulaire [141] et dans le
maintien de l'architecture cellulaire, le réseau microtubulaire joue un role trés important dans
la mitose. En effet, dans les fuseaux mitotiques, les microtubules possedent une dynamique
unique rapide et cruciale pour une mitose réussie. Au cours de l'interphase, les microtubules
subissent un furnover (échangent leurs tubuline avec le pool de tubuline soluble) relativement

lent, avec des demi-vies allant de quelques minutes a plusieurs heures [142, 143].

La mitose dans la plupart des cellules progresse rapidement et les microtubules
hautement dynamiques dans le fuseau mitotique sont nécessaires a tous les stades de la mitose.
Premierement, pour la fixation opportune et correcte des chromosomes a leurs kinétochore sur
le fuseau pendant la prométaphase apres la rupture de 1'enveloppe nucléaire. Deuxiemement,
pour les mouvements complexes des chromosomes qui les amenent a leurs positions
correctement alignées sur la plaque en métaphase, appelée équatoriale. Enfin, pour la
séparation synchrone des chromosomes en anaphase et en télophase apres la fin de la
métaphase -anaphase. Au cours de la prométaphase, les microtubules émanant de chacun des
deux podles du fuseau font de grandes excursions de croissance et de raccourcissement,

sondant essentiellement le cytoplasme jusqu'a ce qu'ils trouvent et s'attachent aux

chromosomes a leurs kinétochores [144].

La présence d'un seul chromosome qui est incapable d'atteindre une fixation bipolaire au
fuseau est suffisante pour empécher une cellule de passer a l'anaphase; la cellule reste alors

bloquée dans un état de type prométaphase / métaphase et subit finalement une apoptose [145].

2.2.Agents anti-microtubules

2.2.1. Classification

Les médicaments ciblant les microtubules sont une collection diversifiée de composés
qui partagent la propriété de perturber la fonction des microtubules par interaction avec la
tubuline [146]. Ces médicaments agissent, soit en stabilisant, soit en déstabilisant la
polymérisation des microtubules (Tableau 1) [147]. Les médicaments qui lient la tubuline et
favorisent la polymérisation comprennent les taxanes, les épothilones, le discodermolide et les
composés éleuthérobine et les sarcodictyines (famille des éleuthésides) [148-150]. Les

médicaments qui lient et inhibent la polymérisation de la tubuline comprennent les vinca-
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alcaloides, la colchicine et les dolstatines [148-151]. L’estramustine est un agent anti-
microtubule qui se lie aux protéines associées aux microtubules (PAMs) et favorise la

dépolymérisation [152].

Tableau 1. Classification des médicaments ciblant les tubulines [153].

Médicaments inhibant la Médicaments favorisant la
polymérisation des tubulines polymérisation des tubulines

Substances classiques

Vincristine Paclitaxel

Vinblastine Docétaxel

Vindésine

Vinorélbine

Nouvelles substances

Dolstatines Eleuthérobine

Cryptophycine Epothilone B
Discodermolide
BMS-247550

2.2.2. Mécanisme d’action et activités pharmacologiques

Les agents anti-microtubules sont appelés « médicaments antimitotiques » car ils
interferent avec 1'équilibre dynamique normale des microtubules, ce qui perturbe le
fonctionnement de 1’appareil mitotique. En outre, ces médicaments peuvent affecter les
microtubules au cours de [Dinterphase cellulaire et inhiber la motilité cellulaire et
I'organisation subcellulaire normale. Le résultat de ces interactions est 1'échec de la cellule de

subir une mitose normale. Cela conduit a la mort cellulaire médiée par des voies appropriées.

Les deux principales classes de médicaments antimitotiques utilisées pour traiter le
cancer sont les vinca-alcaloides (alcaloides de la pervenche) et les taxanes. Les vinca-
alcaloides, dont la vincristine, la vinblastine [154] et la vinorelbine [155], se lient aux
microtubules dépolymérisées et inhibent leur assemblage. La vincristine est plus efficace
contre le lymphome non-hodgkinien, la maladie de Hodgkin, les tumeurs solides pédiatriques
et puis les tumeurs solides de 1’adulte [156]. La vinorelbine, en revanche, est plus efficace
contre les cancers du sein et du poumon [157]. La vinblastine est utilisée dans le traitement du

cancer de la prostate, le lymphome non-hodgkinien ainsi que le cancer du sein [158].

Page 30




SECTION II REGULATION DU CYCLE CELLULAIRE ET DE L’APOPTOSE

Les taxanes, paclitaxel et docétaxel, se lient aux microtubules polymérisées et inhibent
leur dispersion. Ainsi, ces taxanes désactivent l'appareil mitotique en perturbant le
fonctionnement normal des microtubules [159]. Comme les vinca-alcaloides, le mécanisme
d'action des taxanes est dose-dépendant [160]. Le paclitaxel (connu sous le nom commercial
Taxol®) et le docétaxel partagent un large spectre d’activité antitumorale, y compris le cancer
du sein, du poumon, de 1'ovaire, de la vessie et de la prostate [161]. Les deux médicaments ont

¢galement une action sur les 1’adénocarcinome gastrique et le sarcome de Kaposi lié au SIDA

[161].

Un troisieme médicament, I’estramustine, qui se lie aux microtubules et aux PAMs est

utilisé dans le traitement du cancer de la prostate [152].
3. Mort cellulaire

Dans la littérature, plusieurs formes de mort cellulaire programmée ont été décrites dans
la classification de Schweichel et Merker en fonction des caractéristiques morphologiques des
cellules [162]. Cette classification (Tableau 2) distingue [’existence de deux formes
principales de mort cellulaire programmée soit I’apoptose (type I: ou les débris sont éliminés
par les lysosomes des cellules phagocytaires) soit 1’autophagie (type II: ou 1’élimination

procede par I’action des lysosomes propres a la cellule).

Tableau 2. Apoptose, nécrose et autophagie [162].

Accidentelle Programmeées
Nécrose Apoptose Autophagie
Type de mort Irréversible +/- Réversible Réversible
Mode d’induction Choc physique Signal physiologique | Carence nutritive
Morphologie Dégradation anarchique | Corps apoptotiques Vacuolisation
Résultats tissulaires | Inflammation Morphogenese Développement
Homéostasie Homéostasie
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3.1.Apoptose : mort cellulaire programmée

L'apoptose (ou mort cellulaire programmée de type I) est un processus important dans
une grande variété de systemes biologiques différents, y compris le renouvellement normal
des cellules, le systtme immunitaire, le développement embryonnaire, la métamorphose et
lI'atrophie hormono-dépendante, ainsi que dans la mort cellulaire induite par des produits

chimiques [163-165].

L'apoptose se caractérise par le rétrécissement de la cellule, la condensation de la
chromatine, la fragmentation du noyau, la dégradation de I’ADN nucléaire avec des fragments
correspondant a des multiples de 180-200 paires de bases (pb) et la formation de vésicules
contenant les débris cellulaires [166]. De plus, les cellules en apoptose possedent des
organelles bien préservées alors que leur cytosquelette est dégradé [167]. Ce type de mort
cellulaire n’induit aucune réponse inflammatoire et n’affecte en rien les cellules voisines. Elle
est exécutée dans des voies intrinseques ou extrinseques en réponse a divers stimuli de mort
cellulaire et est régulée par une classe spécifique de composés tels que la cascade de caspase

[168].
3.1.1. Voies de ’apoptose

On reconnait principalement deux voies qui conduisent a la mort cellulaire programmée :
la voie extrinseque et la voie intrinseque. Ces deux voies ont en commun de conduire a
I’activation des caspases, ce qui constitue le point de non-retour pour la cellule. Si les
caspases sont activées, la mort est inévitable. Ces deux voies sont complexes et font intervenir
un réseau d’interactions protéiques incluant des récepteurs, des protéines régulatrices et des
caspases (Figure 13). La voie extrinseque est induite par les récepteurs du facteur de nécrose
tumorale (TNFR) situés dans la membrane plasmique. L’activation de ces récepteurs induit la
cascade des caspases ce qui conduit la cellule a ’apoptose. La voie intrinséque est dirigée par
les membres de la famille Bcl-2 (B-cell lymphoma 2) tels que Bax, qui induit le relargage du

cyt-c et la cascade des caspases ce qui conduit aussi la cellule a I’apoptose [169].
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Figure 13. Voies extrinseéques et intrinséques de 1’apoptose [169].

3.1.1.1.Voie extrinséque

La voie extrinseque d'apoptose est médiée par l'activation de récepteurs dits "récepteurs
de mort", des récepteurs de surface cellulaire qui transmettent des signaux apoptotiques apres
ligation avec des ligands spécifiques. Plusieurs récepteurs connus appartiennent a la famille
des récepteurs TNF tels que Fas (Apoptosis Stimulating Fragment), TNF-R1 ou TRAIL
(TNF-related apoptosis-inducing ligand). La signalisation subséquente est médiée par la
partie cytoplasmique du récepteur de la mort qui contient une séquence conservée appelée
domaine de mort, DD (Death Domain). Des molécules adaptatrices comme FADD (Fas-
associated death domain) possedent elles-mémes leurs propres DDs par lesquelles elles sont
recrutées vers les DD du récepteur de la mort activé, formant ainsi le soi-disant complexe
inducteur de mort, DISC (death-inducing signaling complex). En plus de son DD, I'adaptateur
FADD contient également un domaine effecteur de la mort, DED (Death Effector Domain)
qui, par l'intermédiaire de l'interaction homotypique DED-DED, séquestre la procaspase-8 au

DISC (Figure 14) [170].
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Figure 14. Substrats en aval des caspases exécutrices de 1’apoptose [170].

La concentration locale de plusieurs procaspase-8 molécules au DISC conduit a leur
activation autocatalytique et la libération de la caspase-8 active. La caspase-8 active traite
ensuite les caspases effectrices en aval qui clivent ensuite des substrats spécifiques conduisant
a la mort cellulaire. Les cellules ayant la capacité d'induire de telles voies d'apoptose directes
et principalement des caspases dépendantes ont été classées comme appartenant aux cellules

dites de type I [171].

3.1.1.2.Voie intrinséque

Dans les cellules dites de type II, le signal provenant du récepteur activé ne génere pas
une cascade de signalisation de caspase suffisamment forte pour exécuter la mort cellulaire
seule. Dans ce cas, le signal doit étre amplifié via des voies apoptotiques dépendantes des
mitochondries. Le lien entre la cascade de signalisation des caspases et les mitochondries est
fourni par le membre de la famille Bcl-2, Bid (BH3-interacting domain death agonist). Bid est
clivé par la caspase-8 a sa forme tronquée, tBid (truncated Bid), qui passe vers les
mitochondries ou elle agit conjointement avec les membres pro-apoptotiques Bcl-2 Bax et
Bak (Bcl-2 Homologous Antagonist Killer) pour induire la libération du cyt-c et d'autres
facteurs pro-apoptotiques mitochondriaux dans le cytosol [172]. Le cyt-c se lie a I'Apaf-1
(Apoptotic peptidase activating factor 1) monomere qui, lors d'un changement de

conformation dépendant de I’ATP, s’oligomérise pour assembler 1'apoptosome (Figure 15),
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un complexe protéique cytoplasmique, qui déclenche 'activation de l'initiateur procaspase-9
[173]. La caspase-9 activée initie ensuite une cascade de caspase impliquant des caspases
effectrices en aval telles que la caspase-3, la caspase-7 et la caspase-6, conduisant finalement

a la mort cellulaire (Figure 15) [174].

FADD, TRADD

Procaspase-8,-10

\

Mitochondrnion
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Figure 15. Implication des caspases dans la mort cellulaire [175].

3.1.2. Régulateurs de ’apoptose
3.1.2.1.Famille Bcl-2

Les membres de la famille Bcl-2 jouent un réle important en activant ou en supprimant la
mort cellulaire programmée. On note alors les membres pro-apoptotiques (qui induisent la
mort des cellules) et les membres anti-apoptotiques (qui favorisent la survie des cellules) en
fonction de leurs effets respectifs d’activateurs et de répresseurs. Le géne Bcl-2 a été le
premier régulateur de 1’apoptose a étre identifi¢ chez I’humain. La surexpression de Bcl-2
empéche les cellules de mourir normalement ce qui explique la prolifération excessive des
cellules et la formation d’une tumeur [176]. Quelques années plus tard, la protéine Bax a été
isolée grace a sa capacité de former un hétérodimere avec la protéine Bcl-2 [177]. Quand elle
est surexprimée, la protéine Bax accélere 1’apoptose et inhibe I’effet protecteur conféré par la

surexpression de Bcl-2.
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La plupart des membres anti-apoptotiques possedent les domaines BH1, BH2, BH3 et
BH4 alors que les pro-apoptotiques ne possedent que les domaines BH1, BH2 et BH3. De
plus, il existe d’autres protéines telles que, Bcl-xL (B-cell lymphoma-extra large), Bcl-w, qui
possedent tous les domaines BH1, BH2, BH3 et BH4. Ainsi, les membres de la famille Bcl-2
peuvent étre divisés en trois groupes : les anti-apoptotiques multidomaines comme Bcl-2 et
Bcl-XL, les pro-apoptotiques multidomaines, comme Bax et Bak, et les pro-apoptotiques qui
ne possedent que le domaine BH3, comme Bad (Bcl-2-associated death promoter) et Bid. La
plupart des membres de cette famille peuvent former des homo- ou hétérodimeres entre eux
par le domaine BH3. L’équilibre entre les protéines anti-apoptotiques et pro-apoptotiques via

leurs interactions mutuelles permet donc de déterminer le sort de la cellule [178].

Les membres pro-apoptotiques sont antagonisés par des protéines anti-apoptotiques tels
que Bcl-2. En réponse a un stimulus apoptotique, les BH3-protéines sont activées et peuvent
empécher les membres anti-apoptotiques Bcl-2 d’inhiber [’action des protéines pro-
apoptotiques. En outre, ils peuvent induire directement un changement conformationnel de
Bax et de Bak qui s’oligomérisent et s'insérent dans la membrane mitochondriale ou ils
forment des pores soit par eux-mémes soit en s’associant avec le pore de transition de
perméabilité mitochondriale (PTPm). En conséquence, les facteurs pro-apoptotiques sont
libérés a partir de la membrane mitochondriale interne dans le cytosol, comme le cyt-c, qui

contribue a la formation de 1'apoptosome et I'activation ultérieure de la cascade des caspases.

3.1.2.2.Caspases

Le terme « caspase » fait référence a une famille de protéases, extrémement conservées
au cours de 1’évolution, possédant une cystéine dans leur site actif et clivant leurs substrats
apres un résidu acide aspartique, d’ou le terme caspase, Cystein-ASPartate proteASE. Elles
sont d'une importance centrale dans le réseau de signalisation apoptotique et sont activées

dans la plupart des cas dans la mort cellulaire apoptotique [179].

Dans la cellule, les caspases sont synthétisées sous forme de zymogenes inactifs, les
procaspases. Lors de la maturation, les procaspases sont clivées protéolytiquement pour
former les caspases actives. En effet, strictement définie, la mort cellulaire ne peut étre classée
comme suivant un mode apoptotique classique que si I'exécution de la mort cellulaire est

dépendante de 'activité caspase [171].
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Nous pouvons compter jusqu’a maintenant plus de quatorze membres de cette famille qui
ont été identifiés et séparés en deux groupes : les caspases initiatrices (2, 8, 9, 10) et les
caspases effectrices (3, 6, 7) [180]. Les caspases initiatrices activent les effectrices, et les
effectrices ont comme role de cliver des protéines bien précises, résultant soit en leur
activation soit en leur inactivation. Le mécanisme d’activation différe pour les deux groupes
de caspases. L’activation des caspases initiatrices se fait par deux mécanismes : la proximité
induite et 1’association avec une sous unité régulatrice. Pour la proximité induite, I’activation
requiert un recrutement massif de procaspases dans un microenvironnement de la cellule, un
récepteur de la mort par exemple, et c’est cette proximité qui permet a la faible activité
protéolytique intrinseque des procaspases de s’autocliver entre elles, et ainsi de s’activer. Pour
le mécanisme d’activation par liaison : I’association avec une ou des sous unités régulatrices
active la procaspase [181]. Une fois activée par un clivage protéolytique, la caspase initiatrice
activera les caspases effectrices qui cliveront leurs substrats et meneront ainsi la cellule a sa

mort.

L’activation et I’activité des caspases sont soumises a une inhibition directe par les
protéines de la famille des IAP (Inhibitor of apoptosis protein). Celles-ci sont capables
d’inhiber les caspases en se liant a leur domaine catalytique ou encore en empéchant leur

dimérisation [182].
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SECTION III  LES MODELES ANIMAUX DE CANCER DU SEIN

Des modeles animaux ont été utilisés comme premiere ligne dans la prédiction de
l'efficacité et la recherche de toxicités pour les agents chimiothérapeutiques contre le cancer
avant d'entrer dans la clinique. Cela a entrainé le développement de nombreux modeles
animaux différents pour I’étude de la maladie maligne. Ils jouent un rdle important dans le

développement de médicaments et I'étude de mécanismes biologiques moléculaires.

1. Les modéles murins

De nombreux modeles murins ont été développés pour étudier le cancer humain. Ces
modeles sont utilisés pour étudier les facteurs impliqués dans la transformation maligne,

lI'invasion et la métastase, ainsi que pour examiner la réponse au traitement.

1.1.Les modéles Nude (nu) et severe combined immunodeficiency (SCID)

Le phénotype Nude (nu) correspond au phénotype le plus couramment employé comme
modele murin immunodéficient. Les souris homozygotes (nu/nu), mutées sur le chromosome
11, sont athymiques [183] et présentent donc une réponse antigénique T-dépendante faible
[184]. On retrouve également une maturation des cellules B défectueuse méme si les formes

précoces semblent normales [185].

Actuellement, le modele SCID est devenu 'un des modeles les plus utilis€és comme
modele murin immunodéficient. Mutées (scid/scid) sur le chromosome 16, ces souris
présentent un phénotype d’immunodépression beaucoup plus sévere que les autres modeles.
Elles présentent des organes lymphoides sous-développés et une différenciation et maturation
des lymphocytes B et T défectueuses dues a un défaut de formation des immunoglobulines

[186].

La découverte des souris athymiques Nudes (nu/nu) qui étaient déficitaires en
lymphocytes T [187], et plus tard des souris avec immunodéficience combinée sévere
(scid/scid) déficitaires en cellules T et B [188], a permis la transplantation et la propagation
courantes et efficaces de tissus tumoraux humains (xénogreffes) chez la souris. Ces souches
de souris permettent, a des lignées cellulaires humaines établies in vitro, de se propager par
voie sous-cutanée (sc.), reconstituant des tumeurs solides. Des explants de tissu tumoral
humain obtenus par biopsie ou autopsie peuvent également €tre transplantés directement dans

ces souches de souris.
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1.2.Beige (bg)

D’autres modeles murins peuvent également étre utilisées, tel que les souris Beige (bg)
homozygotes caractérisées par des altérations des fonctions des lymphocytes T, des
macrophages et des granulocytes ainsi qu’un dysfonctionnement de 1’agrégation plaquettaire

[189]. Suite a ces anomalies, le modele Nude serait préféré comparé a ce second modele.

1.3.Nog

On retrouve également le modele Nog (NOD/Shi—scid/IL—ZRycn“H), qui est un autre
modeéle de souris immunodéficientes, Il est issu d’un croisement de 2 modéles murins. Le
premier modele est le modele NOD (Non-Obese Diabetic) auquel on surajoute un KO pour la
chaine yc de IL2-R [190]. Le deuxieme modele est le modele murin SCID donnant naissance
a des souris NOD/Shi-scid/IL-2Ryc™" [191]. Ces souris présentent une déficience combinée

des cellules B, T et NK (natural killer) et NKT (natural killer T).

2. Modzéles de cancer des murins classiquement utilisés

Des modeles de cancer de souris ont €ét€é systématiquement utilisés pour déterminer
l'activité in vivo de nouveaux agents thérapeutiques anticancéreux avant le développement
clinique et les tests chez I'homme. Les modeles les plus courants sont les xénogreffes de
tumeurs humaines et les lignées cellulaires cultivées par voie sc. chez des souris

immunodéficientes telles que les souris athymiques Nude ou les souris SCID.

L’essentiel de ces modeles peut étre séparé en deux groupes: Le premier, les greffes de
tumeur (syngénique ou xénogénique) dans des animaux immunocompétents ou
immunodéprimés, respectivement. Et le second, des souris génétiquement modifiées qui

récapitulent un génotype de cancer spécifique [192].

2.1.Modzéles des xénogreffes de tumeurs humaines

Dans le modele de xénogreffe de tumeur humaine, des cellules tumorales humaines sont
transplantées, soit sous la peau, soit dans 1'organe dans lequel le type de la tumeur est né, dans
des souris immunodéprimées qui ne rejettent pas les cellules humaines. Par exemple, la
xénogreffe sera facilement acceptée par des souris Nudes athymiques, des souris

immunodéficientes séverement déprimées, SCID, ou d'autres souris immunodéprimés [192].
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Selon le nombre de cellules injectées ou la taille de la tumeur transplantée, la tumeur se
développera en 1 a 8 semaines (ou dans certains cas 1 a 4 mois, voire plus), et ainsi, la
réponse aux régimes thérapeutiques appropriés peut étre étudiée in vivo. En outre, diverses
méthodes de génération de modeles de souris ont été établies pour 1'évaluation de l'efficacité

et de la toxicité de nouveaux médicaments.

Les types et les caractéristiques des modeles de xénogreffe de tumeur sont focalisés sur

I'utilisation dans le développement de médicaments anticancéreux :

2.1.1. Modzé¢le ectopique de xénogreffes tumorales

Généralement, les cellules cancéreuses humaines sont injectées par voie sc. dans la patte
postérieure ou le dos de la souris (Figure 16A). Dans ce modele, le site transplanté est
différent de 1'origine des cellules cultivées. Le modele ectopique est le modele de cancer
standard utilisé pour la validation et 1'évaluation dans les études en oncologie. Apres
I'établissement de lignées cellulaires cancéreuses pour le dépistage anticancéreux dans
I’Institut National du Cancer (INCa) (Etats-Unis), des modeles de xénogreffe dérivés de ces

lignées cellulaires ont été développés [193].

2.1.2. Modzéle orthotopique de xénogreffes tumorales

Des modeles alternatifs d'évaluation de la sensibilité tumorale ont été développés. Le
modele orthotopique de xénogreffe tumorale est un outil avancé qui se repose sur un
microenvironnement immunosuppresseur murin. Dans le modele orthotopique, les cellules
cancéreuses humaines sont transplantées dans le méme site d'origine de la tumeur. Par
exemple, des cellules de cancer du poumon ont été directement injectées dans le poumon de la

souris pour le modele orthotopique (Figure 16B) [193].

Le taux de tumorigénicité est difficile a calculer car presque toutes les tumeurs, a
I'exception du mélanome, sont invisibles a 1'eceil nu. De plus, les modeles orthotopiques se
limitent a la mesure de la croissance tumorale sans sacrifice, contrairement aux modeles
ectopiques sous-cutanés. A ce jour, I'imagerie est la méthode choisie pour surveiller la
progression des tumeurs en croissance dans les modeles orthotopiques. Actuellement, des
modeles orthotopiques avec des lignées de cellules cancéreuses exprimant la fluorescence ou
la luciférase sont observés par imagerie optique, une tomographie informatisée (CT :

computerized tomography) ou une imagerie par résonance magnétique (IRM) [194]. Pour
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évaluer la carcinogenese et déterminer la croissance de la tumeur sans sacrifice, un

équipement coliteux est nécessaire. Ainsi, la disponibilité de ce modele est limitée.
A.

7

3 semaines

2 semaines

Figure 16. Modéeles des xénogreffes de tumeurs humaines [193]. A. Mode¢le de xénogreffe
ectopique : Les cellules cancéreuses ont été injectées par voie sc. dans des souris Nudes
BALB/c. Apres environ deux semaines, la tumeur a été observée. B. Modele de xénogreffe
orthotopique : Des cellules de CBNPC (cellules A549) ont été injectées dans la cavité
thoracique de la souris BALB/c Nude. La tumeur a été observée par imagerie optique in vivo.
Le tissu pulmonaire isolé a été coloré et observé par microscopie. C. Modele de métastase :
Des cellules cancéreuses exprimant la luciférase ont été injectées dans la veine de la queue. La
tumeur a été€ observée par imagerie optique in vivo. D. Modele PDTX : Les tissus tumoraux

dérivés du patient ont été transplantés dans une souris SCID.
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2.1.3. Modéle de cancer métastatique

Les tumeurs qui se forment localement par exposition aux ultraviolets, aux rayonnements
ionisants et aux carcinogenes circulent a l'intérieur des vaisseaux et des ganglions
lymphatiques par invasion, provoquant des métastases (cancer secondaire) sur des sites
susceptibles d'étre envahis. Selon I'hypothese de Paget, la cellule cancéreuse primaire
(semence) initie la métastase dans un environnement approprié (le sol) tel que le poumon, le

foie, I'os, la lymphe et le cerveau [195].

Pour 1'établissement d'un modele de métastase, différentes méthodes ont été développées
et il existe deux types de modeles de xénogreffe humaine. Tout d'abord, dans la
transplantation orthotopique, les cellules tumorales transplantées donnent naissance a la
tumeur primaire, la tumeur est enlevée, puis une métastase est observée. Dans le deuxieme
type, les cellules cancéreuses sont injectées par voie intraveineuse dans des souris Nudes
(Figure 16C) ou SCID, ou elles circulent comme des cellules souches cancéreuses et
déclenchent des métastases [193, 196]. Généralement, ce modele est appliqué pour le
diagnostic qui implique 1'imagerie par IRM ou la tomographie par émission de positons (TEP)

[197].

2.1.4. Modéle des tumeurs dérivées de patient (PDTX)

Les modeles de xénogreffe, malgré leurs avantages, sont limités dans leur capacité a
démontrer comment est-ce qu’un patient atteint de cancer pourrait répondre a un traitement
particulier. Afin de remédier aux lacunes de ces modeles, une xénogreffe tumorale dérivée du

patient (PDTX) a été développée et utilisée [198, 199].

Le PDTX consiste a transplanter le tissu cancéreux du patient directement dans des tissus
immunodéprimés (Figure 16D) [193], linformation génétique et les marqueurs
immunohistologiques sont corrélatifs au patient et peuvent étre appliqués pour évaluer de
nouveaux médicaments anticancéreux [200] et des traitements personnalisés contre le cancer.
Cependant, le modele PDTX présente des contraintes techniques : il colite cher et consomme
du temps. L'établissement de PDTX prend environ trois mois au premier passage. Comme
pour la transplantation de xénogreffes, la premiere transplantation chez les souris SCID est
nécessaire pour échapper au rejet immunitaire aigu, ce qui est coliteux. En outre, le volume de
tissu tumoral dérivé du patient est tres limité, de sorte que le nombre de population de PDTX

devrait étre augmenté par le passage de tissu de tumeur. Simultanément, chaque passage des
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tissus tumoraux doit étre analysé histopathologiquement et comparé avec le tissu d'origine. A

partir du second passage, des souris Nudes peuvent étre utilisées.

2.2.Modg¢le des souris génétiquement manipulées

A co6té du modele de xénogreffes tumorales, se trouve le modele des souris
génétiquement manipulées (Genetically Engineered Mouse Model : GEMM), qui est une
méthode avancée pour évaluer les mécanismes de la carcinogenese et de la résistance aux
médicaments [201]. Les souris immunocompétentes sont utilisées pour le modele GEMM,
comme dans un modele syngénique. Ainsi, ce modele permet 1'application du développement
d'adjuvant immunitaire pour le cancer. De plus, ce modele est utile pour élucider les processus
biologiques et étudier les cellules tumorales et leur microenvironnement. Cependant, il est tres

coliteux, hétérogene et compliqué.
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1. Matériels

1.1.Lignées cellulaires

Des lignées de cellules humaines d'adénocarcinome de sein, MCF-7 (Michigan Cancer
Foundation-7, lignée de cancer du sein hormono-dépendant ER") et MDA-MB-231(M.D.
Anderson Hospital-Metastatic Breast, lignée de TNBC), ont été achetées de l’institut des

Sciences Biologiques de Shanghai, Académie Chinoise des Sciences (Shanghai, Chine).

1.2.Médicaments et réactifs divers

La DPT (Poids moléculaire (PM) 398 g/mol), une poudre blanche semi-synthétique de
pureté élevée (> 98%), est fournie par I’Institut de Recherche de Chimie Pharmaceutique,
China Pharmaceutical University. Une solution mére de DPT d’une concentration de 107
mol/L (M) a été préparée dans le diméthylsulfoxide (DMSO) (Sigma, USA). Les provenances
des autres réactifs sont les suivantes : VP-16 (pureté > 98%) (Laboratoire National de
Contrdle des Produits Pharmaceutiques et Biologiques, Chine), Taxol (30mg/5ml) (Shenzhen
Main Luck Pharmaceuticals Inc., China). Tous les médicaments ont été dilués dans des
milieux de culture sans sérum. Le VP-16 et le docétaxel (solutions pour injection) ont été

achetés chez Qilu Pharmaceutical Co., Ltd. Chine.

Les milieux Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM) (Hyclone, USA) et
Leibovitz’s medium (L15) (Hyclone, USA), le sérum bovin feetal (FBS) (Gibco, USA) et la
pénicilline-streptomycine (Beyotime Biotechnology, China). Le tampon phosphate salin (PBS)
et un mélange 0.25% Trypsine/acide éthylene-diamine-tétra-acétique (EDTA) (préparés au

laboratoire). L’albumine de sérum bovin (BSA) (Sunshine, China).

Les kits suivants ont été utilisés : le kit de comptage des cellules (CCK-8) acheté du
laboratoire Dojindo (Kumamoto, Japon) ; le Kit du cycle cellulaire et de détection de
I'apoptose (Beyotime Biotechnology, Nanjing, China); le Kit de détection de I’apoptose
Annexine V-FITC (Fluorescein isothiocyanate) a été fourni par BD Biosciences (CA, USA);
le Kit du colorant 5,5°,6,6’-tétrachloro-1,1’,3,3’-tétraethylbenzimidazolcarbocyanine iodide
(JC-1) (Beyotime Biotechnology, Nanjing, China); le Kit de I’inhibiteur pan-caspase z-VAD-
fmk acheté chez Enzo Life Sciences, Inc. (Farmingdale) (NY, USA); le Kit d’extraction des
protéines totales (KeyGEN, China) et le Kit d’acide bicinchoninique (BCA) (Thermo, USA);
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Les anticorps suivants ont été également utilisés : Anticorps monoclonal des souris anti-
a-tubuline (Santa Cruz Biotechnology, Inc., CA, USA); Anticorps secondaires de chevre anti-
souris : Immunoglobuline G (IgG) Alexa-Fluor 488 (Invitrogen, CA, USA) ; Anticorps du
Western Blot: S-actine a été acheté chez Santa Cruz Biotechnology, Inc. (CA, USA); Cyclin
B1, cdc25¢c, CDKI1, Bax, PARP et Bcl-2 ont été fournis par Signalisation Cellulaire
Technologie (CST), Inc. (Danvers, USA).

Le colorant Hoechst 33258 (Invitrogen CA, USA); la solution de montage anti-
décoloration (Beyotime Biotechnology, Nanjing, China); les membranes de polyvinylidene
difluoride (PVDF) fournies par les laboratoires BioRad (Hercules, USA). Une injection de
chlorure de sodium a 0,9% (solution saline normale, SSN) a été achetée chez Nanjing

Xiaoying Pharmaceutical Holdings Limited, Chine.

1.3.Animaux

Les femelles des souris Nudes BALB/c nu/nu (agées de 6 - 8 semaines, pesant 18-24 g)
ont été utilisées pour établir le modele de xénogreffe de tumeur MDA-MB-231. Elles étaient
fournies par le laboratoire des animaux de Shanghai, SIPPR-BK Co., Ltd (Shanghai, Chine).
Les souris ont été élevées dans les cages de laboratoires sous des conditions stériles
spécifiques exemptes d'agents pathogenes dans une piece ayant une température et une
humidité constantes. Tous les tests sur les animaux et les procédures expérimentales ont été

approuvés par le Comité d'Ethique de 1'Université Pharmaceutique de Chine, Nanjing, Chine.

1.4.Appareils et logiciels

La ou 1l était nécessaire dans 1’étude (voir Méthodes), les appareils et les logiciels
suivants ont été utilisés : un microscope inversé a fluorescence 1X-71 (Olympus, Japon), un
lecteur de microplaques 680- BioRad (Laboratoires BioRad, Hercules, CA, USA), un bain-
Marie (Sigma, USA), des hottes stériles a flux laminaire (AIRTECH, USA), des incubateurs
(Thermo, USA), des centrifugeuses (BECKMAN COULTER, USA), un densitometre
d’imageries ChemiDoc XRS, le cytometre de flux BD FACSCalibur™ de Becton Dickinson
(Invitrogen, CA, USA), les instruments du Western Blot fournis par les laboratoires BioRad
(CA, USA), des balances électroniques (Sartorius, Allemagne), pied a coulisse (SF2000,

Guangxi, Chine), le logiciel Origin Labs OriginPro version 8.0, le logiciel CellQuest version
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6.0 (BD Biosciences, USA), le logiciel ModFit LT version 3.2 (BD Biosciences, USA) et le
programme informatique Quantity One, Laboratoires BioRad (CA, USA).

2. Meéthodes

2.1.Culture cellulaire

Les lignées cellulaires MCF-7 et MDA-MB-231 ont été cultivées dans les milieux
DMEM et L15, respectivement, additionnées de FBS a 10% qui a été inactivé par la chaleur et
1% de pénicilline-streptomycine. La culture s’est déroulée a 37°C dans une atmosphere
humide avec 5% de CO, pour les cellules MCF-7 mais sans CO, pour les cellules MDA-MB-

231, selon les recommandations de I’American Type Culture Collection (ATCC).

2.2.Mesure de viabilité par colorimétrie (Calcul de la ClIs)

2.2.1. Principe du test au CCK-8

Le test au CCK-8 permet un dosage colorimétrique sensible pour la détermination de la
viabilité cellulaire et leur prolifération. Il permet des dosages tres commodes en employant un
nouveau sel de tétrazolium : le WST-8 (2-(2-méthoxy-4-nitrophényl) -3- (4-nitrophényl) -5-
(2,4-disulfophényl) -2H-tétrazolium, sel monosodique), qui produit un colorant orange de
formazan hydrosoluble par réduction en présence d'un médiateur d'électrons, 1-Méthoxy-5-

méthylphénazinium méthylsulfate (1-Métoxy PMS) (Figure 17).

oY | )\ -eens  WST-8 Formazan
= ; orange dye
wers " oCHs otk (A max 460 nm)

NADH, NADPH

T dehydrogenase

NAD, NADP
Viable Cell

Figure 17. Mécanisme du test basé sur le WST-8 [202].

Page 46



CHAPITREII MATERIELS ET METHODES

Le test au CCK-8, non radioactif, permet des analyses colorimétriques sensibles pour la
détermination du nombre de cellules viables dans les tests de prolifération cellulaire et de
cytotoxicité. Le WST-8 est réduit par des déshydrogénases dans les cellules donnant un
formazan orange, qui est soluble dans le milieu de culture tissulaire. La quantité de colorant
de formazan générée par les déshydrogénases dans les cellules est directement proportionnelle

au nombre de cellules vivantes.

L'effet de la DPT sur l'inhibition de la croissance cellulaire a été évalué en tant que
pourcentage de viabilité cellulaire, ou les cellules traitées avec le véhicule étaient considérées
comme a 100% viables. La densité optique (DO) des puits témoins et des puits traités a été

mesurée a 450 nm avec le lecteur de microplaques 680-BioRad.

La cytotoxicité vis-a-vis des cellules cancéreuses a ét€é exprimée en concentration
inhibitrice médiane : Clso (concentration requise pour une inhibition de croissance de 50% in
vitro) et le pourcentage d’inhibition de la croissance des cellules traitées a été calculé par la
formule:

Taux d'inhibition cellulaire = 100 x (DO Puits témoin — DO Puits traité) /
DO Puits témoin

La valeur Clsg a été calculée a partir de 1'équation graphique.

2.2.2. Procédure

La prolifération cellulaire des cellules du cancer du sein humain, MCF-7 et MDA-MB-
231, a été évaluée colorimétriquement par le CCK-8. Les cellules MCF-7 (1x10%) et MDA-
MB-231 (1.5x10%) a croissance exponentielle ont été ensemencées sur des microplaques 2 96
puits dans un volume de 180 pl du milieu de culture par puits. Apres 24 heures (h)
d'incubation, et apres avoir atteint une confluence d'environ 70 a 80%, les cellules ont été
exposées a une série de concentrations de DPT de 1 nmol/l (nM) a 1 mmol/l (mM) et de VP-
16 (témoin positif), en parallele pour comparaison, avec trois puits pour chaque concentration.
Apres 72 h d'exposition aux médicaments, la solution de CCK-8 a été ajoutée a chaque puits
et les cellules ont été incubées pendant 1 — 4 h supplémentaires a 37 °C. L'intensité
d'absorbance de chaque puits a été mesurée avec un lecteur de microplaques 680-BioRad a
450 nm. L'absorbance des puits traités avec les médicaments a été comparée avec les puits

non traités (témoin négatif : puits avec PBS).
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Les Clsp ont été calculées en utilisant les courbes dose — réponse ajustées (en utilisant le

logiciel Origin Labs OriginPro 8.0).

2.3.Cytométrie de flux

2.3.1. Analyse du cycle cellulaire

La distribution du cycle cellulaire a été déterminée en déterminant la teneur en ADN.

Les cellules ont été ensemencées dans des boites de culture de Pétri (60 mm) a une densité
de 1x10° cellules/boite et incubées a 37 °C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO,

(cellules MCEF-7) et sans CO, (cellules MDA-MB-231).

Apres 24 h d'incubation, pour assurer une fixation complete des cellules a la matrice de
culture, les cellules étaient soit non traitées (témoin), soit traitées avec des concentrations

croissantes de DPT (5, 10 et 20 nM) pendant différentes durées (12, 24, 36 et 48 h).

Apres traitement par la DPT, toutes les cellules adhérentes et flottantes ont été récoltées en
utilisant de la trypsine 0.25% (sans EDTA) et transférées dans des tubes de centrifugation

stériles de 2 ml.

Les cellules ont été centrifugées a 1000xg pendant 5 minutes (min) (prolonger le temps de
centrifugation ou augmenter légerement la force centrifugation en cas de culot cellulaire

inadéquat).

Le surnageant a été soigneusement aspiré (environ 50 pl du surnageant a ét€ conserveé
pour éviter l'aspiration des cellules), puis le culot cellulaire a été lavé et remis en
suspension dans 1 ml de PBS froid. Les cellules ont été centrifugées de nouveau comme

décrit ci-dessus. Apres centrifugation, le surnageant a été délicatement jeté.

De 1'éthanol a 70% refroidi dans la glace (1 ml) a été ajouté a la suspension cellulaire et
incubé a 4 °C pendant 12 — 24 h. Apres fixation par 1'éthanol, les cellules ont été

recueillies par centrifugation et lavées une fois avec du PBS froid.

Apres centrifugation, les cellules ont été traitées avec un tampon de coloration (pH 7,4)

contenant de la ARNase A (x50) et colorées avec de I’iodure de propidium (PI).

La quantité de solution de coloration PI a été préparée selon le nombre d'échantillons

comme indiqué dans le Tableau ci-dessous :
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Réactifs du kit Volume/échantillon
Tampon de coloration 500 pl
Solution de coloration PI (20x) 25 ul
ARNase A (50x%) 10 pl
Volume final 535 ul

o Ensuite, les échantillons ont été incubés pendant 30 min a température ambiante dans

., . . . 4 , . sy 2 . e
I'obscurité. Pour chaque échantillon, au moins 2 x 10" événements ont été enregistrés.

o La répartition de 'ADN et les profils du cycle cellulaire ont été¢ déterminés par cytométrie

de flux en utilisant un cytométre de flux BD FACSCalibur™.

o Les pourcentages de répartition des cellules dans les phases G1, S et G2/M ont été
mesurés. Le cycle cellulaire a été traité par le logiciel ModFit LT version 3.2 et les
données ont été acquises a 1'aide du logiciel CellQuest 6.0 (I'expérience a été répétée trois

fois).

2.3.2. Le test a double coloration d'Annexine-V/PI
o La mort cellulaire médiée par I’apoptose, des cellules MCF-7 et MDA-MB-231, a été
examinée a l'aide d'un Kit de détection d'apoptose: Annexine V/PI marqué a

l'isothiocyanate de fluorescéine, selon le protocole du fabricant.

o Les cellules ont été étalées dans des boites de culture de 60 mm (1><106 cellules/boite) et
incubées a 37 °C dans une atmosphere humidifiée a 5% de CO, (cellules MCF-7) ou sans

CO; (cellules MDA-MB-231).

o Apres une nuit d'incubation, les cellules traitées sans (témoin négatif) ou avec 5, 10 et 20
nM de DPT et de taxol (témoin positif) pendant différentes durées ont €té trypsinées et
collectées par centrifugation a 1000xg pendant 5 min a température ambiante (comme

décrit ci-dessus).

o Les cellules ont ensuite été lavées deux fois avec du PBS froid (le surnageant a été éliminé
a chaque fois) et remises en suspension dans 500 ul de tampon de liaison, avec 5 pl

d'Annexine V et 5 ul de PI ont été ajoutés.
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o Les cellules ont été soumises a un léger vortex et incubées pendant 5 — 15 min dans

I'obscurité a température ambiante.

o Ensuite, et dans moins d’une heure, les échantillons ont été analysés en utilisant un

cytometre de flux BD FACSCalibur™.

2.4.Evaluation morphologique des cellules

Pour obtenir un apercu initial des effets de la DPT sur la morphologie cellulaire, les
lignées cellulaires de cancer du sein MDA-MB-231 et MCF-7 ont été ensemencées dans des
microplaques de culture tissulaire a 6 puits et cultivées dans les conditions indiquées ci-dessus.
Lorsque la densité des cellules a atteint environ 80% de confluence, les cellules ont été
traitées avec 20 nM de DPT et incubées pendant 12 — 48 h. Les modifications morphologiques

ont été observées avec un microscope a fluorescence inversé.

2.5.Test de coloration par immunofluorescence

= Culture des lignées cellulaires

o Les cellules tumorales ont été cultivées sur des lamelles en verre stériles déja placées dans
les chambre des microplaques 24 puits jusqu’a avoir atteint une confluence de 70 — 80%,
puis traitées avec 20 nM de DPT et 60 nM de Taxol (témoin positif) pendant 12, 24, 36 et
48 h.

o Apres incubation, le milieu de la culture cellulaire a été aspiré et les cellules ont été
rincées une fois avec du PBS froid et fixées avec le paraformaldéhyde a 4% (solution de

fixation) pendant 30 min a température ambiante.

o Les cellules ont été rincées 3 fois avec le TBST (Tris-Buffered Saline-Tween), pendant 5
min chacune, puis perméabilisées avec le TBS-Triton X (Tris-Buffered Saline-Triton X) a

0,05% pendant 10 min.

o Les cellules ont été a nouveau rincées 3 fois avec TBST (pendant 5 min chacune) afin de

procéder a I’'immunocoloration.
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= Immunocoloration
Les cellules ont été bloquées dans de la BSA a 5% pendant 1 h a température ambiante.

Anticorps primaire: Apres l'étape de blocage, les coupes ont été incubées avec 1’anticorps
anti-a-tubuline, colorant des microtubules (sc-5286), a la dilution appropriée (1:300) dans
la solution de dilution d'anticorps primaire (5% de BSA dans TBST) pendant 1 heure a

température ambiante ou pendant une nuit a 4 °C.
Les cellules ont été rincées a nouveau 3 fois avec le TBST (pendant 5 min chacune).

Anticorps secondaire: Les sections ont été rincées puis incubées avec un anticorps
secondaire, anticorps de chevre anti-souris : IgG Alexa-Fluor 488 (A-11001) (1:300) et
Hoechst 33258 pentahydrate (bisbenzimide) (1:1000) (utilisé pour visualiser le
changement nucléaire et la formation d'un corps apoptotique) pendant 30 min dans

I’obscurité et a température ambiante.

= Détection

Apres coloration pendant 1h, les cellules ont été lavées avec le TBST 3 fois (pendant 15
min a chaque fois) et une fois avec 1’eau distillée puis les lamelles ont été séchées a l'air

libre.

Les lamelles ont été enlevées de la plaque de puits et montées avec 10 pl de solution de

montage anti-décoloration et observées avec un microscope a fluorescence inversé.

2.6.Test du potentiel de membrane mitochondriale

Récemment, un nouveau colorant cationique cytofluorimétrique lipophile, JC-1, été

développé pour signaler la perte du A¥m [203]. Le JC-1 présente des avantages par rapport

aux autres colorants cationiques car il peut rentrer de facon sélective dans les mitochondries et

changer de couleur de maniere réversible du rouge au vert lorsque le potentiel de membrane

diminue, ce qui est indiqué par une diminution de l’intensité de fluorescence du rapport

rouge/vert.

Dans les cellules saines a AWm ¢élevé, JC-1 forme spontanément des complexes connus

sous le nom d'agrégats J et colore les mitochondries avec un rouge vif [204]. La charge
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négative établie par le A¥Ym intact permet au colorant lipophile JC-1, portant une charge
positive délocalisée, d'entrer dans la matrice mitochondriale ou il s'accumule. Lorsque la
concentration critique est dépassée, des agrégats J se forment et deviennent rouge fluorescent.
D'autre part, dans les cellules apoptotiques ou lésées a faible AWm, le A¥m s'effondre et le
JC-1 ne peut s'accumuler dans les mitochondries, il reste sous la forme monomere, qui n’émet

que la fluorescence verte.

o Les cellules cancéreuses ont été ensemencées sur des microplaques a 6 puits. Apres 24 h,
les cellules ont été traitées avec 20 nM de DPT en tant que concentration finale pour

différentes durées de temps (12, 24, 36 et 48 h).

o Le controle positif, le CCCP (carbonylcyanure m-chlorophénylhydrazone), a été utilisé
pour confirmer que la réponse de JC-1 est sensible aux changements du A¥m en induisant
le déclin du A¥Ym. Avant la fin du temps indiqué, le CCCP (10 mM) a été ajouté et dilué
jusqu’a 10 uM (1:1000) pendant 20 min a 37 °C. D’autre part, une population de cellules

témoins négatives a été également préparée.

o Apres 48 h, le milieu de culture a été retiré et les cellules ont été rincées une seule fois
avec 1 ml de PBS par puits. Ensuite, les cellules ont été€ incubées avec 1 ml de solution de
coloration JC-1 (contenant 0,8 ml d'eau ultrapure, 0,2 ml de tampon de coloration JC-1

(x5) et 5 ul de la solution mere JC-1 (x 200)) pendant 20 min a 37 °C.

o Apres l'incubation, les cellules ont été lavées deux fois avec le tampon de coloration JC-1

dilué avec de I'eau distillée puis 2 ml du milieu de culture cellulaire ont été ajoutés.

o Les images fluorescentes ont été visualisées par un microscope fluorescent et les images

fluorescentes ont été capturées par un appareil photo numérique.

2.7.Test d'inhibition des caspases

Les membres de la famille des caspases jouent un rdle important dans I'apoptose et
l'inflammation. Le N-benzyloxycarbonyl-Val-Ala-Asp (OMe) fluorométhylkétone (z-VAD-
fmk) est un inhibiteur pan-caspase perméable aux cellules qui se lie irréversiblement au site
catalytique des caspases [205] et inhibe I'apoptose médiée par les caspases en empéchant la
transformation des procaspases en leurs formes actives. Le peptide est O-méthylé sur la

position-1 (P1) de l'acide aspartique fournissant ainsi une stabilit¢é améliorée et une
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perméabilité cellulaire accrue. Le z-VAD-fmk est utilisé dans les études d'apoptose et aussi

dans les études sur l'inflammasome.

o Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 ont été ensemencées dans des microplaques a 96
puits et incubées pendant 24 h a 37 °C avec ou sans CO,, respectivement. Apres 24 h de
culture, les cellules étaient soit non traitées soit prétraitées avec 50 pM de l'inhibiteur pan-
caspase, z-VAD-fmk, pendant 4 h avant 1'addition de la DPT. Ensuite, les cellules ont été
traitées avec ou sans DPT pour atteindre une concentration finale de 20 nM pendant 48 h

et 72 h (Des répliques de trois puits pour chaque traitement).

o Apres traitement, 10 pul de CCK-8 (5 mg/ml) ont été ajoutés a chaque puits et les cellules
ont été incubées pendant 1 — 4 h supplémentaires a 37 °C. La quantité du produit de
formazan, qui est directement proportionnelle au nombre de cellules vivantes dans la
culture, a été mesurée en termes d'absorbance a 450 nm avec un lecteur de microplaques a

96 puits.

o Le pourcentage de viabilité des cellules traitées a été calculé par la formule citée au-dessus

(voir chapitre II section 2.2.1).

o Les résultats ont été obtenus en triple.

2.8.Le Western Blot

2.8.1. Préparation des échantillons de protéines

= Extraction des protéines

L'extraction des protéines est une étape importante pour le Western Blot dans les études
de recherche sur le cancer. Les protéines des échantillons (lignées cellulaires cancéreuses)

doivent étre extraites efficacement sans dégradation.

o Les cellules de cancer du sein ont été cultivées dans un milieu complet et laissées se fixer
pendant 24h, puis traitées avec 20 nM de DPT et incubées pendant 12, 24, 30, 36 et 48h.
Les cellules témoins ont été incubées en parallele et dans les mémes conditions. Apres

l'incubation, I’extraction des protéines a €té réalisée selon les étapes suivantes :
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i.  Le surnageant a été retiré, 4 ml de PBS ont été ajoutés et les cellules ont été rincées
tout en secouant soigneusement les boites de cultures pour éliminer toute trace du

milieu de culture.

ii. Le PBS aété enlevé et 200 ul de tampon de lyse froid contenant du PMSF (fluorure de
phénylméthylsulfonyle : inhibiteur des protéases et des phosphatases) ont été ajoutés
(selon le protocole du fabricant) et les boites de culture ont été gardées sur la glace
pendant 30 min. Pendant le processus de la lyse, il est nécessaire de secouer

constamment les boites de culture afin d'assurer une lyse suffisante des cellules.

iii.  Ensuite, le tapis cellulaire a été détaché et la suspension cellulaire a été récoltée des
boites de culture a l'aide d'un grattoir stérile. Les lysats et cellules totales ont été
recueillis dans des tubes Eppendorf et centrifugés a 14.000 — 16.000 rpm (revolutions

per minute) pendant 15 min a 4 °C pour ¢éliminer toute mati¢re insoluble restante.

iv.  Apres la centrifugation, le surnageant a été transféré (extrait cytoplasmique contenant
des protéines solubles) dans un nouveau tube Eppendorf et gardé sur la glace jusqu'a

utilisation.

v.  Ensuite, la quantité de protéines a été¢ déterminée dans chaque échantillon (méthode

BCA : BiCinchoninic acid Assay).

N.B

Durant ’incubation avec le traitement, et en raison de l'influence du médicament,
certaines cellules se détachent du tapis cellulaire, ce qui est le cas avec les cellules MCF-7.
Ainsi et avant 1'étape (1) décrite ci-dessus, il est nécessaire de recueillir les cellules dans le

milieu de culture et selon la méthode suivante:

o Récupérer le milieu de culture dans un tube de centrifugation de 15 ml, puis centrifuger a

2500 rpm pendant 5 min.

o Retirer le surnageant, ajouter 4 ml de PBS et pipeter doucement les cellules. Encore une
fois, centrifuger a 2500 rpm pendant 5 min. Le surnageant est €liminé en utilisant la

pipette pour aspirer toutes les traces du milieu puis procéder comme décrit précédemment.
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= Détermination de la concentration en protéines dans l'échantillon

Apres l'extraction des protéines, la quantité des protéines dans chaque échantillon a été

quantifiée (en utilisant la méthode BCA) selon les instructions du protocole du fabricant.

e Méthode BCA
o Dans une microplaque a 96 puits, des solutions différentes ont été ajoutées, comme

indiqué dans le Tableau suivant :

BSA PBS Echantillon de | BCA
(ul) (ul) protéine (ul) (ul)
0 20 -
2 18 -
4 16 =
1 o 14 i
;‘-D- 8 12 =
g 10 10 -
§ 12 8 -
£ 14 6 - 200
=1 16 4 -
18 2 -
20 0 -
m\
(@]
=
§ - 19 1
5
=

o Apres avoir ajouté le réactif BCA a tous les puits, la microplaque a été incubée a la
température ambiante pendant 15 — 20 min puis l'absorbance a été lue a 520 nm.
o La courbe standard a été¢ utilisée pour mesurer la quantit¢ de protéine dans chaque

échantillon.

= Conservation des échantillons

o Apres avoir mesuré la teneur en protéines et pour obtenir la méme concentration dans

chaque échantillon, I’eau distillée est ajoutée (pour dilution) si nécessaire.

o Ensuite, le tampon de charge a été ajouté comme suit:
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Protéine : Tampon de charge a raison de 4: 1 (Tampon de charge = Tampon d’échantillon +

Tampon de réduction a raison de 19: 1).

o Pour chaque échantillon, le volume nécessaire correspondant a 40 pg (30-80 ug de
protéine /puits) a été calculé (il doit étre inférieur a 25 pl).

o Par la suite, les échantillons ont été chauffés une seule fois a 100 °C pendant 5 min.

o Enfin, les échantillons ont été conservés a — 20 °C pour un stockage court ou a — 70 °C

pour un stockage a long terme.

2.8.2. Electrophorése SDS-PAGE

= Nettoyage des plaques de verre

Une main a été utilisée pour fixer les deux cotés de la plaque de verre et I'autre main pour
nettoyer la plaque a l'aide d'une brosse douce déja immergée dans le détergent. Apres le
nettoyage des deux cdtés de la plaque, 1'eau de robinet a été d’abord utilisé puis I’eau distillée
pour la rincer. Ensuite, la plaque a été mise dans un petit panier et laissée sécher pendant un

certain temps.

= Préparation du gel

La préparation du gel de concentration (gel supérieur) et du gel de résolution/séparation
(gel inférieur) est effectuée en fonction du poids moléculaire des protéines désirées, comme

suit:

SDS-PAGE Rangée de séparation
(Concentration du gel de séparation) optimale
6% gel 50 ~ 150kDa
8% gel 30 ~ 90kDa
10% gel 20 ~ 80kDa
12% gel 12 ~ 60kDa
15% gel 10 ~ 40kDa
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4! Dans notre expérience, le gel supérieur est préparé a 4%. Pour le gel inférieur, on a

utilisé un gel a 12% (le plus couramment utilis¢).

Formulation des gels

Gel (%) Eau distillée 30% Acrylamide Tris-HC1 10% SDS
’ (ml) (ml) (ml) (ml)
Gel de
concentration (3 ml) 2.1 0.5 0.38 (pH 6.8) 0.03
4%)
Gel de separation 4.1 33 2.5 (pH 8.8) 0.1

(10ml) (12%)

= Insertion du gel et chargement de l'échantillon

o Les plaques de verre, nettoyées et séchées, ont été alignées de fagon étanche. Ensuite, elles
ont été insérées verticalement dans I'étagére BioRad pour préparer le drainage du gel dans
la cassette de gel (Pendant cette opération, il faut s’assurer que les deux plaques de verre

sont alignées dans le bon ordre, de sorte que le gel ne fuit pas).

o La formulation précédemment décrite a ét€ suivie pour préparer le gel inférieur (gel de
séparation), puis 100 pl de 10% de PAs (Ammonium Persulfate) et 10 pl de TEMED
(Tétraméthyléthylénediamine) ont été ajoutés. Le tout a été bien mélangé par secousses et
le gel a ét¢ immédiatement transféré sur la cassette (cette opération doit étre effectuée
rapidement pour éviter la coagulation du gel a l'intérieur du tube). Ensuite, 3.5 — 4 ml du
gel ont ét¢ versés doucement dans la cassette jusqu’au milieu du ruban vert indiquant un
volume suffisant. Une couche d'eau a été ajoutée sur le dessus du gel, de sorte que le gel
puisse se coaguler rapidement (Au moment ou le gel est versé, cela peut se faire d’une
maniere plus rapide mais plus lentement lorsque le gel est proche d'atteindre le niveau
souhaité). Pendant ce processus, le gel doit s'écouler le long de la cassette, afin d'éviter les

bulles a 'intérieur du gel.

o Au moment ou une ligne de réfraction apparait entre 1'eau et le gel, ce qui signifie que le

gel s'est coagulé (attendre encore 3 min de plus pour assurer une coagulation suffisante du
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gel), I'eau supérieure a été jetée et un papier absorbant a été utilisée pour sécher la partie

supérieure du gel.

La méthode précédemment décrite a été utilisée pour préparer le gel supérieur a 4%. Au
moment de 'utilisation, 30 pl de 10% PAs et 5 ul de TEMED ont été ajoutés et transférés
immédiatement dans la cassette aprés avoir bien mélangé le tout. Dans 1'espace restant sur
la cassette, le gel supérieur a été ajouté et le peigne a 10 puits a été immédiatement inséré

a l'intérieur du gel supérieur (s’assurer de I’absence de bulles).

Apres solidification du gel, le peigne a été retiré et la cassette de gel a été transférée dans
une chambre. La chambre est remplie de tampon d'électrophorése jusqu'au sommet.
Ensuite les échantillons ont été chargés: 2 — 5 pl d'un marqueur chargés dans le 1% puits
alors que les autres échantillons ont ét¢ distribués sur les autres puits selon 1’ordre

souhaité.

Un micro-injecteur a été utilisé pour charger les échantillons. Aprés addition de chaque
¢chantillon, 1'aiguille du micro-injecteur est lavée 3 fois dans le tampon d’électrophorése

de la chambre, loin de la cassette afin d'éviter toute contamination des protéines.

= Electrophorése

La chambre a été transférée dans un réservoir rempli de tampon d’¢lectrophorese et la

tension a été réglée a 80 volts pendant 30 min (S1) puis a 120 volts pendant 1h (S2).

= Transfert de gel

Le transfert de la membrane a été fait sur une membrane en polyfluorure de vinylidéne

(PVDF).

@)

Réaction immunologique
Blocage

Apres avoir déterminé la localisation des protéines d'intérét, la membrane a été découpée

et bloquée dans une solution de BSA a 2% (0,4 g de BSA dans 20 ml de TBST) pendant 1h30

a température ambiante sous un agitateur.
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e Incubation avec le 1° anticorps

La membrane a été enlevée de la solution de blocage et un papier absorbant a été utilisé
pour aspirer toutes les traces du liquide. La membrane a été ensuite incubée avec 'anticorps
primaire dans 5% de BSA pendant 1h a température ambiante ou pendant une nuit a 4 °C
accompagné de secousses régulieres et lentes (la concentration optimale en anticorps doit étre

déterminée expérimentalement, la dilution 1:1000 est un bon point de départ).

e Incubation avec le 2™ anticorps

Apres I’incubation avec le 1° anticorps, la membrane a été lavée 3 fois dans le TBST (10
min a chaque fois) sous un agitateur ensuite incubée avec le second anticorps a température
ambiante pendant 1 — 2h. De nouveau et apres incubation, la membrane a été lavée 3 fois dans
le TBST (10 min a chaque fois) sous un agitateur. Les résultats ont ét€ ensuite développés par

la réaction de chimioluminescence.

= Développement et révélation

Apres lavage dans le TBST, la membrane a été incubée dans la solution de

développement pendant 5 min a température ambiante.

La membrane a été séchée et le transfert a été analysé avec le programme informatique

Quantity One.

2.9.Etude de I’essai de la DPT in vivo

2.9.1. Inoculation de xénogreffe tumorale

Les cellules utilisées pour la xénogreffe de tumeur du sein humain proviennent de culture
cellulaire. Les cellules MDA-MB-231, a croissance exponentielle, ont été récoltées par
trypsination puis centrifugées. Le surnageant est aspiré avant la remise en suspension du culot
cellulaire dans un volume approprié de milieu L-15 exempt de sérum pour obtenir la
concentration de travail finale. La suspension cellulaire a été conservée sur glace pilée jusqu’a

utilisation, pour assurer la survie cellulaire.
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Le modele de xénogreffe de cancer du sein a été établi par une injection sc., de 3 X
10%/ 100ul de cellules MDA-MB-231 dans le flanc droit. Apres 7-10 jours de croissance, les
tissus tumoraux ont été coupés en morceaux de 1 a 3 mm’ et implantés en sc. dans le flanc
droit de chaque souris en utilisant un trocart. Apres dix jours de croissance, les souris Nudes
avec la tumeur implantée ont été dépistées pour le volume tumoral. Les souris porteuses de
tumeurs ayant atteint un volume de 180 a 280 mm’ ont été sélectionnées. La taille de la
tumeur a été évaluée en mesurant deux diametres perpendiculaires de la tumeur (a, longueur,
b, largeur), trois fois par semaine avec un pied a coulisse et le volume tumoral (VT) a été

calculé selon la méthode développée par le INCa : V = (a x b2)/2 [206] (Figure 18).

2.9.2. Traitement des souris

Les souris porteuses de tumeurs ont été randomisées en 7 groupes (n = 6). Chaque
groupe a été étroitement apparié avant le traitement, qui a commencé dix jours apres la
transplantation cellulaire. Les animaux ont été injectés par voie intraveineuse (iv.) (Injection
dans la veine de la queue) avec: (1) un témoin (SSN), (2) un complexe d'inclusion de DPT-
HP-B-CD (contenant 3,06% de DPT), (4) le VP-16 et le docétaxel (témoins positifs) (Figure
18).

La dose maximale tolérée du DPT-HP-B-CD chez des souris Nudes était de 20 mg/kg
[72]. Le VP-16 et le docétaxel ont été utilisés a la dose de 20 mg/kg chacun, comme a été
décrit dans notre travail précédent [207]. Le protocole d'administration de médicaments et de

réactifs est résumé dans le Tableau 3.

Tableau 3. Protocole d’administration des médicaments et des réactifs.

No. (e Non}bre des Yo.ie ‘ Doses Volume injecté Posologie
animaux  d’administration  (mg/kg) (ml/20g)
Lo s 12 i ) O 3 fois/semaine
2 HP-B-CD 6 iv. - 0.4 x 3 semaines
3 DPT-HP-B-CD (5mg/kg) 6 iv. 5 0.4
4  DPT-HP-B-CD (10mg/kg) 6 iv. 10 0.4
5  DPT-HP-B-CD (20mg/kg) 6 iv. 20 0.4
6 VP-16 6 iv. 20 0.4
7 Docétaxel 6 iv 20 0.4 I fois/semaine

X 3 semaines

* SSN: Solution Saline Normale (0.9% chlorure de sodium).
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Souris Nudes BALBlc
6-8 semaines
16249

Milieu "L15" + 5% FBS
(37° C, sans CO;)

La® gt —
Culture des cellules Injection SC des cellules Implantation SC des
MDA-MB-231 cultivées (3 x 10°/100pl) tissus tumoraux
Traitement 10 jours
Jour 20 Jour 10
e
Jour 21
Injection IV dans la veine Séléction des souris
de la queue aux volumes appropriés
(180 - 280 mm? )
) | -
| Ss l_""“i‘_’_;*‘l 1 ds ah eV =
Evaluation:
Sacrifice des souris mesure d'épaisseur

Figure 18. Inoculation de xénogreffe tumorale et traitement des souris Nudes BALB/c.
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2.9.3. Evaluation de la croissance tumorale

Les effets de la DPT-HP-B-CD sur la courbe de croissance tumorale (T/C) ont été
évalués en fonction de la valeur la plus faible de T/C (%) au cours de 1'expérience, ou T est la
moyenne relative du poids de la tumeur du groupe traité et C, le poids tumoral relatif du
groupe témoin a un moment donné. La croissance cinétique de l'activité antitumorale est
considérée comme positive lorsque le T/C le plus faible est < 40% et la valeur P < 0,05,
suivant les directives du Programme Thérapeutique pour le Développement (DTP) pour les
tumeurs solides de la Division de Traitement et de Diagnostic du Cancer (DCTD) du INCa
[208].

La T/C (%) est calculé selon la formule: T/C (%) = (Trty / Crrv) X 100 (TrTY. VOlume
tumoral relatif du groupe traité, Crry: volume tumoral relatif du groupe control). Le volume
tumoral relatif (RTV) a été évalué en divisant le volume tumoral de différents jours

d'observation par le volume tumoral de départ.

Les souris ont été sacrifiées le 21°™ jour apres le traitement initial. Le taux d'inhibition
de la croissance tumorale (TI) est également utilisé comme test de référence et calculé comme
suit: TI (%) = (Poids tumoral du groupe témoin — Poids tumoral du groupe traité) / Poids
tumoral du groupe témoin x 100%. Les TI > 60% avec P < 0,05 sont considérés comme

statistiquement significatifs.

2.10. Analyses statistiques

Pour les expériences in vitro, Les résultats ont été exprimés en médiane + déviation
absolue médiane (MAD) de trois expériences distinctes. Les différences statistiques entre les
groupes témoins et les groupes trait€és ont été déterminées par le test non-paramétrique de
Kruskal-Wallis dans le cas de groupes inégalés ou par le test non-paramétrique de Friedman

dans le cas des groupes appariés.

Pour les expériences in vivo, les résultats ont été exprimés en moyenne + erreur-type de
la moyenne (SEM). Les différences statistiquement significatives ont été évaluées par le test

de Mann Whitney, un test non-paramétrique.

Dans toutes les expériences, le seuil de significativité était une valeur de P < 0,05.
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1. La DPT exerce des effets antiprolifératifs sur les cultures des lignées cancéreuses

MCF-7 et MDA-MB-231

Durant le test au CCK-8, les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 ont été exposées a
différentes concentrations de DPT dans une plage de 1 nM a 1 mM pendant une période de 72
h. Ces concentrations ont été choisies apres quelques expériences initiales de détermination du
panel de concentration (résultats non représentés). Les résultats de ce test sont résumés dans le
Tableau 4. Le taux d'inhibition de la croissance cellulaire a été défini par rapport au groupe
témoin.

Tableau 4. Les valeurs Cls, obtenues dans les lignées cellulaires de cancer du sein humain
apres traitement par la DPT et le VP-16.

Lignées Clso ppr ClIs0 vp-16
cellulaires (nM) * (nM) * ClIso vp-16 /Clso ppr
MCE-7 10.91 £3.1 18580 + 1900 1703.02
MDA-MB-231 20.02 £0.9 28680 + 6300 1432.57

* Les valeurs de Cls, exprimées en nM, sont la médiane + MAD de trois expériences indépendantes.

Comme le montre la Figure 19, avec les doses croissantes de la DPT, les taux
d'inhibition de la prolifération des cellules traitées augmentent graduellement par rapport aux
cellules non traitées (groupe PBS). Ainsi, nous avons observé que la DPT inhibait la
croissance des cellules tumorales d'une maniere dose-dépendante. De plus, la DPT a
significativement réduit la prolifération des cellules MCF-7 (Figure 19.A) et MDA-MB-231
(Figure 19.B) a des concentrations trés faibles de Clsop (1091 nM et 20.02 nM,
respectivement) comparativement a celle du témoin positif (18.58 umol/L (uM) et 28.68 uM,

respectivement).
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Figure 19. Analyse de la prolifération cellulaire des cellules MCF-7 (A) et MDA-MB-231
(B) par la méthode CCK-8 apreés traitement par la DPT: Ensuite, elles ont été soit laissées
sans traitement (témoin) soit traitées avec différentes concentrations de la DPT (1 nM — 1 mM)
et de VP-16 (témoin positif) pendant 72h. Apres traitement, le CCK-8 a ét€ ajouté et les
cellules ont été¢ incubées pendant 1 — 4h supplémentaires a 37 °C. La DO dans les puits
témoins et les puits traités a été mesurée a 450 nm avec le lecteur de microplaques 680-
BioRad. Chaque concentration a été utilisée en triple. Les courbes représentent la moyenne du
taux d'inhibition de la croissance suivant le logarithme de la concentration du traitement. Le
taux d'inhibition de la croissance représente le rapport de l'intensité d'absorbance des puits

traités par des médicaments a l'intensité d'absorbance des puits non traités (témoin négatif).
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2. La DPT induit un arrét du cycle cellulaire en phase G2/M dans les cellules MCF-

7 et MDA-MB-231
Dans le cancer, des altérations fondamentales dans le contrdle génétique de la division
des cellules cancéreuses ont été observées, ce qui entraine une prolifération cellulaire non
réprimée [105]. Ainsi, l'induction de I'arrét du cycle cellulaire a été considérée comme une
cible importante pour le traitement du cancer [209]. Pour élucider si l'effet inhibiteur de la
croissance par la DPT était da a I'arrét du cycle cellulaire, une analyse par cytométrie de flux a

été réalisée.

L'exposition a 5, 10 et 20 nM de DPT pendant 12 — 48h était suffisante pour induire une
interruption importante du cycle cellulaire de maniere dose-dépendante et temps-dépendant

dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 (Figure 20).

Le traitement des cellules par la DPT a provoqué une inhibition de la progression du
cycle cellulaire apres 12h, ce qui a entrainé une augmentation du pourcentage de cellules a la
phase G2/M accompagné d'une diminution concomitante de la population cellulaire en phase
G1 par rapport aux cellules témoins non traitées, ce qui suggere que 1'effet inhibiteur renforcé
de la DPT sur les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 est le résultat d'un blocage au cours de la
phase G2/M.

Apres 48h d’exposition a 20 nM de DPT, le pourcentage de cellules MDA-MB-231 dans
la fraction G2/M a augmenté de 5.2 fois contre 2.67 fois dans la lignée cellulaire MCF-7 en
comparaison avec les cellules témoins, respectivement (Figure 20). La fraction des cellules
MDA-MB-231 en phase Gl a diminué de 66.9% a 12.1% et de 16.8% a 0.0% en phase S
tandis que la fraction en phase G2/M est passée de 16.9% a 87.8%. Dans les mémes
conditions, le nombre des cellules MCF-7 en phase G1 a diminué de 56% a 9.1%, de 22.5% a
33.8% en phase S et de 21.5% a 57.4% en phase G2/M. Basé sur les résultats présentés ci-
dessus, d’autres investigations ont été effectuées pour obtenir plus de détails sur la relation

concentration-effet de la DPT.
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Figure 20. Effet dose et temps dépendants de la DPT sur la progression du cycle
cellulaire des lignées cellulaires de cancer du sein. Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231
étaient soit non traitées (témoin), soit traitées avec: 20 nM de DPT pendant 12 — 48h (A) ou
avec 5 — 20 nM de DPT pendant 48h (B). Apres traitement, les cellules ont été récoltées,
colorées avec du PI et ensuite analysées par cytométrie de flux. L'axe des «y » indique le
nombre de cellules et I'axe des « x » représente la teneur en ADN. Les valeurs sont exprimées
en pourcentage de la population cellulaire dans la phase sub-G1, G1, S et G2/M du cycle
cellulaire. Les pourcentages de chaque phase dans le cycle cellulaire représentent les

médianes £ MAD de trois expériences indépendantes.

De nouveau, les cellules MDA-MB-231 et MCF-7 ont été exposées a 5, 10 et 20 nM de
DPT pendant 48h. Les résultats ont montré que la DPT provoquait une accumulation dose-
dépendante prononcée dans la phase G2/M du cycle cellulaire atteignant un plateau aux doses
de 10 et 20 nM accompagnée d’une diminution parallele de la population en phase Gl
(Figure 21B). En outre, la population sub-G1, indicateur d'apoptose cellulaire, a été détectée a
différentes concentrations et durées de temps dans les cellules MCF-7 ou des petits fragments
d'ADN dans la phase sub-G1 ont augmenté de 2.6% a 3.3%, 8.8% et 40.4% apres 12, 24, 36 et
48h d'exposition a la DPT, respectivement. Cependant, La fraction apoptotique de sub-G1 n'a
pas augmenté dans les cellules traitées de la lignée MDA-MB-231, lorsqu'elles ont été
évaluées par rapport au témoin, ce qui suggere que seule la progression du cycle cellulaire a
été significativement affectée dans ces cellules. Les distributions du cycle cellulaire sont

représentées par des histogrammes dans la Figure 21.
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Figure 21. Analyse des données recueillies a partir de 1'étude de I'action de la DPT sur la
progression du cycle cellulaire des cellules MCF-7 (A et C) et MDA-MB-231 (B et D).
Les cellules MCF-7 et MDA-MB-231 étaient soit non traitées (témoins), soit traitées avec 20
nM de DPT pendant 12 — 48h (A et B) ou avec 5 — 20 nM de DPT pendant 48h (C et D).
Chaque barre représente la médiane + MAD des données de trois expériences indépendantes.

*P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001.
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3. La DPT induit des changements dans 1'expression des protéines régulatrices du

cycle cellulaire dans les cellules tumorales

L'activité de la DPT est étroitement couplée a la progression du cycle cellulaire car
I'analyse du cycle cellulaire a révélé que la DPT induisait un arrét en phase G2/M. Pour
confirmer davantage cette découverte, nous avons examiné si le traitement par la DPT
modifiait 1'expression des protéines régulatrices du cycle cellulaire, comme la cycline B1, la
cdc25c¢ et la CDK1 durant 48h (Figure 22). La f-actine, un géne domestique, a été utilisée
comme témoin de charge. Dans les cellules MCF-7, le taux de la cycline B1 augmente apres
traitement par la DPT. Cependant, la CDKI1, qui se combine avec la cycline B1 dans le
controle de la phase G2/M, ainsi que l'expression de la cdc25c, a considérablement diminué
apres 24h de traitement. D'autre part, la DPT a régulé a la baisse I'expression de la cdc25c et
de la cycline B1 dans les cellules MDA-MB-231, alors qu'aucun changement détectable n'a

été observé dans 1'expression de la CDKI1.

0 12 24 30 36 48 h 0 12 24 30 36 48 h

— s RSO EED | | cne e Gaibea <= — | Cycline B1

. . | RS S-SR St o e Cdc25¢

D e e e ey | | (e, s g g g, | 211

MCF-7 MDA-MB-231

Figure 22. Effet temps-dépendant de la DPT sur ’expression des protéines régulatrices
du cycle cellulaire dans les cellules cancéreuses du sein humain. Les cellules ont été
exposées a 20 nM de DPT et incubées pendant différentes durées de temps. Ensuite, les taux
d'expression de la cycline B1, cdc25¢, CDKI et f-actine dans les lysats cellulaires totaux ont
été déterminés par analyse Western Blot. Cette figure est représentative de trois expériences

indépendantes.
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4. La DPT induit des changements morphologiques dans les cellules cancéreuses

Pour obtenir un apercu initial des effets de la DPT sur la morphologie cellulaire, une
évaluation par microscopie optique a révélée des différences dans la morphologie cellulaire

entre les cellules traitées par la DPT et les cellules témoins.

Le changement le plus évident qui a été observé dans les cellules MCF-7 traitées
comprenait un rétrécissement cellulaire et un détachement étendu des cellules du substrat de la
culture cellulaire. Les cellules MCF-7 traitées contenaient des noyaux fragmentés et leur
densité cellulaire diminuait de fagon spectaculaire en fonction du temps (Figure 23). Ces
changements, caractéristiques de la mort apoptotique cellulaire ainsi que d'une adhérence
réduite, sont devenus plus remarquables apres 24h d'incubation avec la DPT (20 nM) ce qui
pourrait indiquer la possibilité de 'apparition d'apoptose sur ces cellules apres traitement par

la DPT.

Cependant, l'effet de la DPT sur la morphologie des cellules MDA-MB-231 était moins
puissant dans les mémes conditions. Les cellules devenaient plus petites et arrondies,

cependant, aucun rétrécissement ou signe de mort cellulaire n'a été observé (Figure 23).
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Figure 23. Modifications morphologiques des cellules MDA-MB-231 et MCF-7 apres
traitement avec la DPT. Les cellules ont été cultivées dans des microplaques a 6 puits dans
des conditions témoins (a) ou en présence de 20 nM de DPT pendant 12 — 48h (b — e). La

morphologie cellulaire a été observée en microscope inversé a contraste de phase (200 x).
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5. La DPT inhibe la polymérisation des tubulines

Pour évaluer si la DPT possede un effet sur la tubuline, des modifications possibles dans
le cytosquelette ont été recherchées. Par conséquent, une coloration par immunofluorescence

indirecte utilisant un anticorps anti-tubuline a été réalisée.

Tandis que le Taxol, un agent de stabilisation des microtubules [210], hypostabilisait des
microtubules polymérisés et montrait un réseau distinctif de microtubules, la DPT provoquait
une perturbation significative du cytosquelette de tubulines caractérisée par une
dépolymérisation des microtubules cellulaires dans les cellules tumorales durant les 48h du

traitement (20 nM) (Figure 24A et B).

Les cellules témoins présentaient un agencement normal des tubulines et des faisceaux
allongés de microtubules (Figure 24A.a et B.a). Conformément aux résultats ci-dessus, la
coloration au Hoechst a montré que les cellules MCF-7 traitées (20 nM) présentaient des
changements morphologiques €levés dans lesquels les cellules se rétrécissaient, devenaient
arrondies et contenaient des noyaux fragmentés apres 48h de traitement, comme indiqué par

des fleches blanches (Figure 24A).

Cependant, les cellules non traitées et les cellules MDA-MB-231 traitées présentaient des

noyaux morphologiquement normaux et colorés en bleu pale (Figure 24A et B).
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Figure 24. Effet de la DPT sur la polymérisation des tubulines. Les cellules MCF-7 (A) et
MDA-MB-231(B) ont été cultivées sur des lamelles, a 37 °C en absence (a: témoin négatif)
ou en présence de DPT (20 nM) ou de Taxol (témoin positif) pendant 12 a 48h (b — e). Les
microtubules (verts) ont été colorés par incubation pendant une nuit avec un anticorps anti-
tubuline et ensuite avec un anticorps secondaire conjugué a Alexa-Fluor 488 pendant 30 min.
L'ADN chromosomique a été coloré avec le Hoechst 33258 (bleu). La DPT perturbe la
polymérisation de la tubuline dans les cellules MCF-7 et MDA-MB-231. Des cellules
apoptotiques avec des noyaux condensés ont été observées dans des cellules MCF-7 traitées
par la DPT. Les fleches indiquent des noyaux fragmentés de cellules apoptotiques. Les images

ont été capturées par microscope inversé a fluorescence.
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6. La DPT déclenche I'apoptose des cellules MCF-7

Afin d'élucider si 1'effet antiprolifératif de la DPT était associé a l'apoptose, les cellules
traitées ont été soumises a une analyse de cytométrie de flux avec la double coloration

Annexine V-FITC/PI.

Dans les cellules MCF-7, nous avons trouvé que l'exposition a la DPT favorise a la fois
I'apoptose précoce et I’apoptose tardive d'une maniere dose-dépendante. Comme le montrent
les Figures 25A et 25D, les cellules MCF-7 traitées avec 10, 15 et 20 nM de DPT pendant
48h ont donné approximativement 35%, 76% et 85% de cellules apoptotiques totales,
respectivement, comparativement a 4% dans les cellules témoins. L'augmentation de la

population apoptotique est compatible avec 1'augmentation de la population sub-G1 observée

dans 1'analyse du cycle cellulaire.

De plus, la DPT induisait une apoptose cellulaire temps-dépendante dans les MCF-7
apres 20 nM de traitement pendant 12 — 48h. Ainsi, le traitement a 24h a entrainé une
transformation importante des cellules vivantes non apoptotiques en cellules apoptotiques
tardives (18.24%). Au bout d'un traitement de 48h, l'apoptose totale est devenue plus
prononcée et les cellules apoptotiques augmentaient jusqu'a environ 89% en méme temps

qu'une diminution des cellules vivantes non apoptotiques (4.64%) (Figures 25B et E).

Dans les cellules MDA-MB-231, différentes concentrations de DPT (3 — 5 fois la valeur
Clso) ont €été utilisées. Cependant, aucune différence significative dans les proportions des
cellules non apoptotiques et celles des cellules en phase précoce et tardive de 1'apoptose n’a

été observée apres 48h de traitement, comparativement au témoin (Figure 25C et F).

Les données obtenues sont résumées dans les Tableaux 5 et 6.
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Figure 25. Analyse en cytométrie de flux par la double coloration Annexine V-FITC/PIL.
Les cellules MCF-7 ont été soit non traitées soit traitées pendant 48h avec 10, 15 et 20 nM de
DPT (A) ou traitées avec 20 nM de DPT pendant 12 — 48 h (B). Les cellules MDA-MB-231
n'ont pas été traitées ou bien ont été traitées pendant 48h avec 60, 80 et 100 nM de DPT (C).
Le Taxol est le témoin positif. Les cellules collectées ont été soumises a une coloration puis
analysées avec un cytometre de flux. Les cellules non traitées étaient essentiellement
Annexine V-FITC et PI négatives, indiquant qu'elles étaient viables et ne subissaient pas
d'apoptose. Apres le traitement, il y avait principalement deux populations de cellules: des
cellules en phase précoce d’apoptose (Annexine V-FITC positive et Pl négative) et des
cellules en phase tardive d’apoptose (Annexine V-FITC positive et PI positive). Le
pourcentage de cellules apoptotiques est indiqué. Les ‘dot-blots’ montrent les résultats d'une
des trois expériences réalisées. Les histogrammes représentatifs (D) (E) et (F) montrent les
fractions des cellules vivantes et des cellules au stade précoce et tardif de l'apoptose des
cellules MCF-7 (D, E) et MDA-MB-231 (F). Les données numériques sont présentées sous
forme de médiane + MAD (n = 3). Les tests de Friedman (E) et de Kruskal-Wallis (D et F)
ont été utilisés pour comparer la répartition des échantillons entre les groupes: ns > 0.1, * P <

0.1, #* P < 0.01, *** P <0.001, **** P <0.0001.

Tableau S. Test de I’ Annexine V/PI apres 48h de traitement des MCF-7 et MDA-MB-231 par

la DPT
Lignées
cellulaires Controle Taxol* DPT
10 nM 15 nM 20 nM
Cellules vivantes 88.79+£1.70 22.81+£19.32 51.52+3.87 10.60+6.85 4.53+1.33
Cellules en phase
5.89+1.37 14.41£2.51 9.81+2.59 8.56+5.55 5.07+2.33

MCF-7 précoce d’apoptose

Cellules en phase

a o P 4.2240.78 58.92+17.51 35.66+5.99 76.01£13.2 85.48+5.36
tardive d’apoptose

60 nM 80 nM 100nM
Cellules vivantes 83.91+£1.42 63.06+0.06 80.42+3.79 80.73£2.80 80.36+0.88
MDA- Cellules en phase
MB-231 resen dPrpsions 6.65+1.20 3.19+1.01 8.62+2.89 8.92+1.83 9.11£1.93
Cellules en phase
8.34+0.81 24.21+4.16 9.62+0.93 9.00+0.99 9.09+0.85

tardive d’apoptose

* Contrdle positif (Taxol a 100nM pour les cellules MCF-7 et 0.5uM pour les cellules MDA-MB-231).
Les résultats (donnés en %) sont la médiane + MAD de trois expériences indépendantes.
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Tableau 6. Test de I'Annexine V/PI apres 12 —48h de traitement des MCF-7 par la DPT (20

nM)
Lignées
. Controle Taxol* DPT
cellulaires
12h 24h 36h 48h
Cellules vivantes 84.74+0.80 17.68+7.66 83.28+41.19 71.88+0.89 44.554+8.85 4.64+3.29

Cellules en phase

MCF-7  précoce d’apoptose 7.77£0.59 9.85%1.17 7.90£2.51  7.57£3.80 3.87£1.65 3.23%2.32

Cellules en phase

B P 6.45+0.97 68.84+8.79 7.86+£1.92 18.24+4.59 48.54+9.08 89.65+6.11
tardive d’apoptose

* Contrdle positif (Taxol 100 nM pour les cellules MCF-7).
Les résultats (donnés en %) sont la médiane + MAD de trois expériences indépendantes.

7. Dépolarisation de la membrane mitochondriale par la DPT

Puisque les changements mitochondriaux sont considérés comme un événement critique
du processus d'apoptose [211], le test de coloration au JC-1 a été effectué pour tester si la
rupture de AWm précede l'activation en cascade des caspases et la mort cellulaire. A cet effet,
les cellules tumorales mammaires MCF-7 et MDA-MB-231 ont toutes les deux été traitées
avec de la DPT a 20nM pendant différentes durées, colorées avec le JC-1 puis analysées au
microscope a fluorescence. Les agrégats JC-1 peuvent présenter une bande d'émission orange-
rouge spécifique centrée a 590 nm, marquant un A¥Ym é€levé ; alors que les monomeres

affichent une bande d'émission verte centrée a 525 nm indiquant un A¥Wm faible.

Dans les cellules sensibles MCF-7, le JC-1 a ét¢é mal accumulé et la proportion de
fluorescence (rouge / vert) a été considérablement diminuée apres 36h de traitement par la
DPT (Figure 26). Ce résultat suggere que l'inhibition de la prolifération cellulaire induite par
la DPT était associée a une perturbation du A¥m et & une apoptose consécutive dans les
cellules MCF-7. En revanche, le JC-1 a ét¢ accumulé et a présenté une fluorescence
cytoplasmique diffuse, non spécifiquement localisée dans les mitochondries des cellules
traitées ou non traitées MDA-MB-231 qui ne présentaient qu'une légere fluorescence verte par
rapport a la fluorescence rouge orangée, ce qui est typique d’un A¥Ym normal et des cellules

vivantes intactes avec des mitochondries polarisées (Figure 26).
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Fluorescence Fluorescence : Fluorescence Fluorescence Fusi
rouge du JC-1 verte du JC-1 Fusion rouge du JC-1 verte du JC-1 i

(g o

iy

MCF-7 MDA-MB 231

Figure 26. Evaluation du potentiel de membrane AYm par coloration au JC-1. Les
agrégats JC-1 peuvent présenter une bande d'émission orange-rouge spécifique centrée a 590
nm indiquant un A¥Ym élevé, alors que les monomeres JC-1 affichent une bande d'émission
verte centrée a 525 nm indiquant un A¥m faible. La fusion passe du rouge orange au vert
indiquant la perte de A¥Ym. (a) JC-1 dans des cellules tumorales dans des conditions normales.
(b) JC-1 dans des cellules tumorales colorées avec le CCCP (témoin positif). (¢, d, e et f,) JC-
1 dans des cellules tumorales traitées avec 20 nM de DPT pendant 12, 24, 36 et 48h,

respectivement.
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8. La DPT induit I'activation des caspases dans les cellules MCF-7

Pour estimer si l'activation des caspases est impliquée dans I'apoptose induite par la DPT
dans les cellules MCF et exclure, en outre, I'implication des caspases dans l'inhibition de la
croissance des cellules MDA-MB-231, l'effet de I’inhibiteur des caspases, z-VAD- Fmk, sur

l'inhibition de la croissance induite par la DPT a été examiné.

Comme le montre la Figure 27A, 1'effet inhibiteur de la DPT sur la prolifération des
cellules MCF-7 a été significativement inversé apres traitement par le z-VAD-fmk. Ce dernier
a efficacement bloqué I’effet inhibiteur de croissance des cellules MCF-7 induite par la DPT.
Ainsi, apres le prétraitement de z-VAD-fmk, la viabilité des cellules MCF-7 a augmenté de
20.3 £ 1.7% et de 18.2 = 4.6% apres 48h et 72h respectivement. Cependant, nous pouvons
remarquer que la viabilité cellulaire dans les cellules traitées par la DPT apres le prétraitement
par z-VAD-fmk est restée significativement inférieure aux cellules témoins (P < 0.05). D'autre
part, l'exposition des cellules MDA-MB-231 a l'inhibiteur de pan-caspase n'affecte pas
I’inhibition de la prolifération des cellules apres 48h et 72h (Figure 27B).
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Figure 27. Effet du z-VAD-fmk sur l'inhibition de la croissance cellulaire des cellules
MCF-7 et MDA-MB-231 par la DPT. Les cellules MDF-7 (A) et MDA-MB-231 (B) ont été
cultivées dans des microplaques a 96 puits pendant 48h et 72h. Ensuite, les cellules étaient
soit non traitées soit prétraitées avec 50 uM de z-VAD-fmk pendant 4h avant le traitement par
20 nM de DPT. Aprés 72h d'incubation, 10 pul de CCK-8 ont été ajoutés et l'incubation a été
poursuivie pendant 1 — 4h. L'absorbance a 450 nm a été mesurée comme parametre de
viabilité cellulaire. Les résultats sont la médiane + MAD de trois expériences. Le test de
Kruskal-Wallis a été utilisé pour évaluer I'importance de la différence de viabilité cellulaire
lors de la comparaison entre les cellules traitées par DPT avec celles qui n'étaient pas traitées

ou prétraitées avec z-VAD-fmk.

9. Effet de la DPT sur I'expression de protéines liées a 1'apoptose dans les cellules

MCEF-7

Dans la méme veine que ce qui a été observé ci-dessus, la Figure 28 montre que la DPT
favorise le clivage d'un substrat bien connu des caspases activées, PARP, impliquée dans la
signalisation apoptotique dans les cellules MCF-7. Le clivage du PARP a débuté 12h apres
I’incubation et est devenu plus étendu vers 48h. Comme le clivage de la PARP peut étre induit

par d'autres protéases de mort cellulaire dans différents types de mort cellulaire [212], le
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mécanisme responsable de 1'apoptose induite par la DPT dans les cellules MCF-7 a été élucidé
par I'examen de l'effet de la DPT sur l'expression de Bax et Bcl-2, molécules clés impliquées
dans la voie apoptotique intrinseque et rapportées avoir des propriétés pro-apoptotiques.
Comme le montre la Figure 28, l'exposition a la DPT a provoqué une augmentation de
l'expression de Bax avec un niveau inchangé de Bcl-2 dans les 48h du traitement. La encore,
le traitement par la DPT n'affecte pas l'expression des protéines liées a l'apoptose dans les

cellules MDA-MB-231 (données non représentées).
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Figure 28. Effet temps-dépendant de la DPT sur 1'expression des genes liés a 1'apoptose
dans les cellules tumorales MCF-7. Les cellules ont été exposées a 20 nM de DPT et
incubées pendant différentes durées. Ensuite, les taux d'expression de PARP, Bax, Bcl-2 et de
la f-actine dans les lysats cellulaires totaux ont été déterminés par analyse de Western Blot.

Cette figure est représentative de trois expériences indépendantes.

10. La DPT inhibe la croissance tumorale des xénogreffes de cancer du sein humain

MDA-MB-231 dans le modéle des souris Nudes BALB/c

Pour évaluer les effets antitumoraux de la DPT sur le cancer du sein humain in vivo, nous
avons utilisé un modele de xénogreffe de tumeur de cancer du sein de lignée cellulaire MDA-
MB-231, tout en mesurant le poids corporel, VT, T/C, RTV et TI. Les résultats sont présentés
dans le Tableau 7 et les Figures 29A — D. A la fin de I'expérience, il n'y avait pas de déces

dans tous les groupes.
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Apres 3 semaines, le poids corporel a diminué de fagon significative dans les groupes
docétaxel (20 mg/kg), VP-16 (20 mg/kg) et DPT-HP-B-CD (20 mg/kg) de 20.7+4.0, 19.1£1.9
et 17.4+1.1g respectivement par rapport a celui du groupe non traité (27.0+3.5 g) (Figure
29A).
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«— Docétaxel 20 mg/kg i.v. 1 jour / semaine ——YP-16 20 mg'kg i.v. 3 jours / semaine
—o—DPT Smg'kg iv. 3 jours / semaine —&—DPT 10 mg/'ka i.v. 3 jours / semaine

—=—DPT 20mgkg iv. 3 jours [ semaine

Le DPT-HP-B-CD intraveineux a 5 et a 10 mg/kg a donné un VT de 2802+556 et
2165+715mm’, respectivement. En contraste marqué, les souris traitées avec 20 mg/kg ont

présenté un VT de 596+128 mm’

contre 6467+2561 mm’ dans le groupe témoin; tandis que
les souris traitées au docétaxel et au VP-16 avaient un VT de 2082+809 et 1453i567mm3,

respectivement (Figure 29B).
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La modulation de la croissance des tumeurs in vivo a été évaluée en déterminant la valeur
des pourcentages T/C et RTV de la cinétique de croissance (Figure 29C et D). Dans les
groupes traités avec 5, 10 et 20 mg/kg de DPT-HP-B-CD, la valeur T/C a diminué a 42.87,
34.04 et 9.63%, respectivement, apres 3 semaines de la thérapie intraveineuse par le DPT-HP-
B-CD. Dans les groupes traités avec les témoins positifs, VP-16 et docétaxel, les valeurs T/C

étaient de 21.72 et 30.86%, respectivement.
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Comme il est montré dans le Tableau 7, avec les doses croissantes de DPT-HP-B-CD, le
TI du poids tumoral des souris traitées par DPT-HP-B-CD augmente progressivement par
rapport aux souris non traitées. Ainsi, le DPT-HP-B-CD inhibait significativement la
croissance tumorale de maniere dose — dépendante. Le TI (%) des groupes traités avec 5 et 20
mg/kg de DPT-HP-B-CD intraveineux a atteint 39.84 et 9015% respectivement, comparé a
77.45% dans le groupe traité par le VP-16 (20 mg/kg). De plus, le traitement avec 10 mg/kg
de DPT-HP-B-CD ou 20 mg/kg de docétaxel inhibe la croissance tumorale a des proportions
égales (67.21% et 68.29%, respectivement).
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Figure 29. Effet de la DPT in vivo sur les xénogreffes du cancer du sein humain MDA -
MB-231 dans le modéle des souris Nudes BALB/c. Les tumeurs du sein humain MDA-MB-
231, ayant atteint une taille de 100-140 mm3, ont été traitées avec le DPT-HP-B-CD (5, 10 et
20 mg/kg) et les témoins positifs, avec le VP-16 (20 mg/kg) et le docétaxel (20 mg/kg). Le
HP-B-CD et la SSN ont également été administrés. Apres 21 jours de traitement, la différence
statistique entre le t€émoin négatif et les groupes traités a été déterminée par le test de Mann
Whitney. Les valeurs sont la moyenne du volume relatif de la tumeur (moyenne + SEM). (A)
Effet du DPT-HP-B-CD, administré par iv, sur le poids corporel des souris Nudes (¥* P =
0,004, *** P = 0,0001). (B) Effet du DPT-HP-B-CD administré par iv sur le volume de la
tumeur (*** P <0,001). (C) Effet du DPT-HP-B-CD sur l'inhibition de la croissance tumorale.
(D) Activité antitumorale du DPT-HP-B-CD sur la croissance de la xénogreffe (*** P <0,001,
*# P <0,01).
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La taille typique et l'apparence macroscopique des nodules de tumeur du sein humain

MDA-MB-231 dans les groupes traités et non traités sont montrées sur la Figure 30.
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Figure 30. Taille typique et apparence macroscopique des nodules du cancer du sein humain
MDA-MB-231 au 21°™ jour chez les souris Nudes non-traitées et traitées par des

médicaments.
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L'un des principaux défis dans le traitement du cancer du sein est I'existence de TNBC
qui sont résistants a la thérapie antihormone et aux thérapies ciblées [213]. Compte tenu de
ces limitations, trouver de nouvelles thérapies a ce sous-ensemble du cancer du sein est d'une
importance cruciale. Il a été démontré que la DPT inhibait de maniere significative la
prolifération de plusieurs lignées de cellules cancéreuses humaines par I’induction de I'arrét

du cycle cellulaire au point de controle G2/M [19, 214].

Dans ce travail de these, nous avons étudié l'effet antiprolifératif et les mécanismes
antiprolifératifs correspondants d'un produit semi-synthétique de Dysosma versipellis, 1a DPT,
sur une lignée de cellules de TNBC, les MDA-MB-231, et une autre lignée de cellules du
cancer du sein RE", les MCF-7. Le test au CCK-8 a été appliqué et les données ont révélé que
la DPT était cytotoxique a la fois pour les cellules MCF-7 et les cellules MDA-MB-231 d'une
maniere dépendante de la concentration. En outre, 1'effet cytotoxique de la DPT est plus
puissant que celui du VP-16, un agent cytotoxique bien connu. La DPT a inhibé la
prolifération des cellules prolifératives MCF-7 et MDA-MB-231 a des concentrations Cls
tres faibles par rapport a celles du VP-16. Ces données impliquent que la DPT pourrait étre un

agent anticancéreux prometteur basé sur sa cytotoxicité sur ces lignées cancéreuses.

L'inhibition de la tumorigénése implique souvent la modulation d’une voie de
transduction du signal, conduisant a l'arrét du cycle cellulaire et, par conséquent, a 1'apoptose
[215, 216]. Conformément aux rapports précédents, nous avons démontré que la DPT
provoque un blocage du cycle cellulaire a la phase G2/M, dans les cellules MCF-7 et MDA-
MB-231, qui est partiellement liée a la perturbation de l'expression des protéines du cycle

cellulaire.

Il est bien connu que le cycle cellulaire eucaryote est strictement régulé par des
complexes contenant des CDKs et des cyclines, qui sont critiques pour la progression du cycle
cellulaire et dont 1'inactivation conduit a l'arrét du cycle cellulaire [105]. La cycline B1 est
synthétisée pendant la phase S, culmine a la phase G2/M et est rapidement dégradée a la
télophase de la phase M. Elle joue un rdle crucial dans la transition G2/M et dans la
progression de la phase M [217, 218]. L'accumulation de la cycline Bl a été considérée
comme un indicateur de l'arrét du cycle cellulaire dans les phases G2 et/ou M. Par conséquent,
l'arrét du cycle cellulaire induit par la DPT, dans les cellules MCF-7, pourrait étre
partiellement expliqué par 1'expression élevée de la cycline B1. Le méme effet du traitement

par la DPT sur la quantité de cycline B1 a été observé dans d'autres études utilisant d'autres
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lignées cellulaires [33, 214, 219]. En revanche, nous avons constaté que la DPT réduit la
quantité de cycline B1 dans les cellules MDA-MB-231. Un aper¢u du comportement combiné

des protéines du cycle cellulaire peut donner une explication a cette observation.

La cycline B1 s'associe a la CDK1 pendant la phase G2 pour former un complexe dont
l'activité dépend principalement de la quantité de cycline B1 et de I'état de phosphorylation de
la CDK1 [46]. De plus, la cdc25¢ active le complexe CDK1/cycline B par déphosphorylation
de CDK1 [47]. Par conséquent, un mécanisme potentiel de 1'arrét du cycle cellulaire induit par
la DPT dans les cellules MDA-MB-231 est par la diminution des niveaux de protéines totales
de la cycline B1 et de la cdc25c. Un comportement comparable de la cycline Bl et de la
cdc25c apres le traitement du glioblastome U-87 MG par la DPT a été observé dans d'autres
études [219]. De plus, nous pouvons également spéculer que la diminution de la cdc25¢ peut
donner une explication supplémentaire a l'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M par

I'absence de déphosphorylation de CDK1 apres traitement des cellules MCF-7 par la DPT.

Les microtubules du fuseau mitotique hautement dynamique sont parmi les cibles les
plus intéressantes pour la thérapie anticancéreuse [220]. Les agents chimiothérapeutiques
stabilisant les microtubules cellulaires, comme le Taxol, conduisent a 1'arrét mitotique et a la
cytotoxicité dans les cellules en prolifération [221]. La DPT semble étre un nouvel agent de
ciblage des microtubules qui fonctionne par un mécanisme différent. Les données provenant
de la microscopie d'immunofluorescence ont démontré que la DPT a perturbé de fagon
spectaculaire le cytosquelette et a empéché la division des cellules cancéreuses par I'inhibition

de la polymérisation de la tubuline dans les cellules tumorales, MCF-7 et MDA-MB-231.

Puisque l'apoptose cellulaire peut étre 1'une des conséquences de l'arrét du cycle
cellulaire [222], l'induction de l'apoptose a été confirmée par l'analyse de marqueurs
indépendants. Ainsi, avec la coloration de Hoechst, les cellules MCF-7 traitées par la DPT
présentaient des altérations morphologiques significatives liées a l'apoptose, telles que les
corps apoptotiques et la condensation de la chromatine. En outre, un pic sub-Gl1, souvent
considéré comme indicateur d'apoptose cellulaire, a été clairement observé par cytométrie de
flux, apres le traitement par la DPT menant les cellules MCF-7 a subir 1'apoptose typique. De
plus, l'analyse par coloration double FITC-Annexine V/PI des cellules MCF-7 a indiqué un
nombre accru de cellules apoptotiques apres traitement par la DPT en fonction de la dose et

du temps.
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Au cours du processus d'apoptose, plusieurs événements se produisent dans les
mitochondries, y compris la libération d'activateurs de caspases tels que le cyt-c, les
changements dans le transport d'électrons et la perte de potentiel transmembranaire de
mitochondrie (A¥m), caractéristique de l'apoptose [223]. Pour cette raison, A¥Ym est un
parametre important de la fonction mitochondriale et a été utilis€é comme indicateur de 1’état
et I’intégrité cellulaire. En outre, le traitement par la DPT a induit de maniere significative la
perte du AWYm des MCF-7, un des événements les plus précoces dans la mort cellulaire
programmée et un médiateur critique de ce processus [224-226]. Pour déterminer si
l'induction de I'apoptose par le traitement DPT dépend de 1’activation des caspases, nous
avons démontré que l'inhibiteur pan-caspase empéchait l'effet apoptotique de la DPT sur les

MCF-7.

La voie apoptotique extrinséque est initiée par 1’activation des récepteurs de mort de la
surface cellulaire par leurs ligands spécifiques, ce qui induit alors I'activation de la caspase 8
[227]. En revanche, la voie apoptotique intrinseque est induite par la libération du cyt-c des
mitochondries dans le cytosol et l'activation de la caspase 9 puis des caspases 3 et 7 et
conduisant par conséquent a l'apoptose cellulaire [228]. Plusieurs membres pro/anti-
apoptotiques de la famille Bcl-2, tels que Bad et Bax, exercent également leurs effets par les
mitochondries, soit en interagissant avec Bcl-2 et Bcl-x1, soit par des interactions directes avec

la membrane mitochondriale [229].

Nos résultats de I’analyse de Western Blot ont montré que la DPT a élevé 1’expression de
Bax suggérant I'implication de la voie intrinseque au cours de 1’apoptose des cellules MCF-7.
Cette implication est encore étayée par le clivage observé de la PARP. En effet, I'enzyme de
réparation de I'ADN est clivée de la pleine longueur de 116 kDa a une forme inactive de 85
kDa par la caspase-3 ou -7 [230] qui sont connus pour étre impliquées dans la voie
apoptotique intrinseque [228]. Cependant, et en dépit de tous ces résultats, nous avons
toutefois de bonnes raisons de penser que l'effet de la DPT sur la survie de MCF-7 ne dépend
pas uniquement de l'apoptose dépendante des caspases. Tout d'abord, et contrairement a
I'apoptose classique, nous avons constaté que le traitement par la DPT n'a pas entrainé le
passage des cellules au niveau du quadrant Annexine” PI' (Méme a des doses plus faibles ou a
des points de controle plus précoces), et deuxiemement, l'inhibiteur de la caspase ne
permettait pas de restituer la viabilité cellulaire initiale. De telles données suggerent une mort

cellulaire mixte plutot qu'une apoptose dépendante des caspases. Ainsi, la DPT induit la mort
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de MCF-7 par des mécanismes a la fois caspase-dépendants et indépendants des caspases tels
que l'autophagie, I'entose, la nécroptose ou d'autres mécanismes selon la classification du

Comité de nomenclature sur la mort cellulaire (NCCD) [231].

D'autre part, nos résultats montrent que la DPT a empéché les cellules MDA-MB-231 de
subir une apoptose. Ceci est en désaccord avec certains résultats d’études antérieures utilisant
une forme naturelle de DPT extraite d'autres plantes: A.sylvestris [232] ou Juniperus
communis [15]. Dans ces études, le milieu de culture des MDA-MB-231 était différent du
milieu L-15 recommandé par 'ATCC [233] et qui a été utilisé dans notre étude. Les milieux
de culture cellulaire peuvent influencer non seulement la viabilité cellulaire, mais aussi la
génétique cellulaire [234]. Par conséquent, 1'écart observé dans le milieu de culture peut
conduire a des différences dans les caracteres phénotypiques de la lignée cellulaire MDA-
MB-231, y compris sa réponse au traitement par la DPT. Pour cette raison, nous pensons que
la lignée cellulaire MDA-MB-231 dérivant d'un TNBC, peut effectivement €tre résistante a
I'apoptose apres exposition a la DPT, comparée a la lignée cellulaire MCF-7 dérivée d'un
cancer de sein sensible aux hormones. Il a déja été signalé qu'une réponse différentielle aux
médicaments cytotoxiques pouvait étre observée dans ces deux lignées cellulaires. Le
clophosphamide, I'épirubicine et le 5-fluorouracile induisent différentiellement 1’expression
de protéines apoptotiques, pro-apoptotiques et anti-apoptotiques dans les lignées de cellules
de cancer de sein, MDA-MB-231 et MCF-7 [235]. De plus, de nombreuses lignées cellulaires
cancéreuses présentent une telle résistance a la mort cellulaire programmée apres exposition a
des médicaments ou a des radiations bien qu'elles subissent un arrét permanent de la
croissance. Une telle résistance est compensée par une sénescence cellulaire accélérée, ou par

une autre forme de mort cellulaire appelée catastrophe mitotique [222].

La lignée cellulaire MDA-MB-231 peut subir 'une de ces variantes suite a I'exposition a
la DPT. Nous pouvons remarquer que dans notre étude, cette résistance a l'apoptose ainsi que
l'effet antiprolifératif ont été observés méme avec des doses minimales de DPT, ce qui
suggere qu'une telle réponse de la lignée cellulaire MDA-MB-231 pourrait étre associée a des
états de cytotoxicité minimale. Les agents anticancéreux ayant l'indice thérapeutique le plus
élevé (c'est-a-dire un effet antitumoral maximal et des effets secondaires minimaux) sont les
plus convoités. Les thérapies antinéoplasiques ciblées sont un exemple de ces agents [236]
ainsi que les agents ayant un effet sur la prolifération cellulaire, mais pas sur des processus

impliqués dans la survie [237].
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Des études antérieures ont montré que la DPT induit 'apoptose et la mort cellulaire dans
la lignée cellulaire MDA-MB-231 de cancer du sein humain, in vitro [15]. Cependant, les
études in vivo n'avaient pas encore €té réalisées avant la notre, bien qu'elles soient nécessaires
pour réaliser des essais cliniques chez I'homme et pour permettre le développement de
nouveaux agents anticancéreux. Notre étude est la premiere du genre a étudier l'effet
antitumoral de la DPT dans la xénogreffe de cancer du sein humain MDA-MB-231 dans le

modele de souris Nudes BALB/c.

Nos résultats ont montré que la DPT présentait un puissant effet inhibiteur en termes du
devenir pondéral de la xénogreffe, ce qui suggere que le traitement par la DPT peut étre
considéré comme ayant une incidence significative sur la croissance tumorale. Nous avons
utilisé deux témoins positifs: le VP-16 (un autre dérivé de la podophyllotoxine) et le docétaxel,
des agents chimiothérapeutiques bien connus, qui sont utilisés dans le traitement du cancer du
sein. L'inhibition de la croissance tumorale T/C (%) est utilisée pour mesurer l'effet
antitumoral du traitement dans les expériences de xénogreffe tumorale de criblage de
médicament [238]. Selon la valeur T/C (%), la dose de 20 mg/kg de DPT-HP-B-CD
intraveineuse inhibe de maniere significative la croissance tumorale par rapport au VP-16 et
au docétaxel administrés a la méme dose. Cependant, le DPT-HP-B-CD (20 mg/kg) ralentit le
poids corporel des souris. Ainsi, la dose de (10 mg/kg) semble étre la plus appropriée pour
l'utilisation du DPT-HP-B-CD, car a cette dose, les valeurs T/C (%) de DPT-HP-B-CD (10
mg/Kg) et de docétaxel (20 mg/kg) sont indifférenciables. De plus, cette dose entraine moins
de perte de poids corporel. La perte de poids observée par le traitement DPT-HP-B-CD est
principalement due a une réaction gastro-intestinale apres 1'injection iv. de la DPT, entrainant
une diminution de l'apport alimentaire. C’est également un effet secondaire fréquent des

médicaments de chimiothérapie anticancéreuse.

Conformément aux résultats ci-dessus et selon les résultats du TI, I'administration iv. de
10 mg/kg de DPT-HP-B-CD et de 20 mg/kg de docétaxel chez des souris Nudes induit un effet
similaire sur la croissance tumorale du cancer de sein humain MDA-MB-231. Par conséquent,
nos données indiquent clairement que le DPT-HP-B-CD présente une forte activité
antitumorale in vivo avec une marge de sécurité rationnelle. De plus, nos résultats démontrent
que le traitement par DPT-HP-B-CD par voie iv. d'une xénogreffe MDA-MB-231 de cancer du
sein humain établie par voie sc. présente une inhibition marquée de la croissance tumorale

puisque la dose efficace est < 10 mg/kg.
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L'unique étude sur I'animal qui s’intéressait par 'effet de la DPT in vivo a été réalisée en
utilisant des cellules du cancer gastrique SGC-7901 dans un modele de xénogreffe. Elle a
révélé que la DPT inhibait de maniere significative la croissance tumorale et diminuait la
densité des microvaisseaux [214]. Ainsi, notre étude donne plus de perspicacités a l'efficacité

antitumorale de la DPT in vivo et cela dans le cancer du sein.

En conclusion, la DPT est un traitement efficace de la xénogreffe du cancer du sein
humain MDA-MB-231. Ces découvertes ont ouvert une nouvelle fenétre pour la recherche
afin de valider l'activité, in vivo, de la DPT chez l'animal et pour permettre son utilisation

clinique en tant qu'agent prometteur dans le domaine du traitement du cancer du sein.
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Le traitement de plusieurs types de cancer, y compris le cancer du sein, est basé sur la
chimiothérapie. Les agents de chimiothérapie tentent de résoudre certaines des anomalies des
voies régulatrices normales des cellules qui rendent leur division non contrdlée. Beaucoup de
ces agents sont des produits bioactifs dérivés de plantes. On en distingue par exemple : les
vinca-alcaloides (vinblastine, vincristine) qui sont des agents déstabilisateurs des microtubules,
les épipodophyllotoxines (VP-16 et téniposide) qui sont des inhibiteurs de topoisomérase, les
taxanes (paclitaxel et docétaxel) qui sont des agents stabilisateurs des microtubules et les
dérivés de camptothécine (camptothécine et irinotécan) qui sont des antimétabolites. La liste
des molécules bioactives dérivées des plantes ne cesse de grandir dans I’espoir d’améliorer

I’efficacité et la tolérance des chimiothérapies.

Dans le cancer du sein, environ 12-20% des cas sont des TNBC [239]. Cette classe de
cancer du sein n’a pas cess¢ d’attirer 1’attention des cliniciens et des biologistes. Non
seulement a cause de son agressivit¢é mais également par 1’absence de thérapie ciblée
spécifique, par le fait qu’elle touche préférentiellement les femmes en pré-ménopause (donc
jeunes) et d’origine africaine, ainsi que par le fait qu’il soit en fort chevauchement avec la
présence de mutations sur le gene BRCA-1 (qui est impliqué dans le mécanisme de réparation
de ’ADN par recombinaison homologue). Les mutations a forte pénétrance de ce gene
expliquent la forte susceptibilité des personnes qui les possedent a développer un cancer du
sein. Depuis tres peu de temps, une tres faible proportion des TNBC, qui sont les TNBC ayant
une mutation de BRCA-I, peut bénéficier d’'un agent inhibiteur de PARP (diminuant ainsi

encore plus la capacité de réparation de I’ADN dans les cellules cancéreuses [240].

A notre avis, notre travail pourrait contribuer a 1’arsenal thérapeutique du TNBC dans
I’avenir, si les résultats qu’il démontre pouvaient étre reproduits en clinique. En effet, nos
données ont révélé que la DPT inhibait efficacement la croissance des cellules tumorales
parallelement a l'induction apoptotique et a la mort cellulaire dans les cellules sensibles,
MCEF-7. Cependant, et dans les mémes conditions, certaines différences entre les lignées
cellulaires en réponse a la DPT ont été apparentes puisque la DPT inhibait sélectivement la
prolifération des cellules MDA-MB-231 en I'absence de cytotoxicité. L’absence significative
de la mort cellulaire, a des concentrations ayant des effets inhibiteurs profonds sur la
prolifération et des effets cytostatiques clairs, suggere que la DPT interagit sélectivement avec
les médiateurs des événements du cycle cellulaire. L'effet cytostatique de la DPT sur la lignée

de cellules humaines dérivant de TNBC, peut étre avantageux dans le traitement des tumeurs
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humaines dans leur environnement naturel, car cela restreindrait la prolifération de maniere
moins susceptible de provoquer une cytotoxicité et d'induire la mort dans des tissus non
tumoraux. En outre, la DPT s’est révélée efficace dans le traitement de la xénogreffe du
cancer du sein humain MDA-MB-231. L’effet cytostatique de la DPT ainsi que son activité in
vivo suggerent que ce compos€ pourrait constituer la base d'un médicament a utiliser
parallelement a la chimiothérapie conventionnelle, bien que d'autres études cliniques soient
nécessaires pour déterminer si les cellules cancéreuses, notamment les TNBC, peuvent étre
sensibles a cet agent dans leur milieu naturel et pour déterminer également sa compatibilité
avec d’autres agents de chimiothérapie. Des études précliniques préalables devraient

également déterminer la cinétique de ce composé.

Ensemble, ces résultats suggerent que la DPT, un composé semi-synthétique de Dysosma
versipellis, peut constituer un candidat potentiel pour le traitement du cancer de sein et fournit
une base préliminaire pour son application clinique dans le futur en tant qu'agent prometteur

dans le domaine de la thérapie du cancer du sein.
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ANNEXE 1 : FORMULES DES TAMPONS ET DES REACTIFS

1- Tampon phosphate salin (Phosphate Buffered Saline : PBS) (pH 7.4)

Composants Quantités/litres
NaCl oo 8.0 g/l

KCL o 0.2 g/l
Na;HPO4 .12 HyO ..o 3.63 g/l
KHoPO oo 0.24 g/1
Eaudistillée ..........cccoceeeiiininnn. 1000ml
Directions

v Dissoudre les composants solides dans un litre d'eau distillée.
v Ajuster le pH a 7.4.

v Autoclaver la solution, avant 1’utilisation, pour la stériliser.

2- Solution Trypsine/EDTA a 0.25%

Composants Quantités/litres
EDTA .., 0.010 g
Trypsine .......cccoooiiiiiiiiinn.. 0250 ¢g

PBS 100 ml
Directions

v Dissoudre les composants solides dans 100 ml de PBS en utilisant l'agitateur
magnétique.
v" Filtrer la solution de Trypsine/EDTA sous une hotte a flux laminaire en utilisant un

filtre stérile de 0.22 pm.

3- TBS (Tris-Buffered Saline)
25 mM de Tris, 150 mM de NaCl, pH 7.4

1x TBS 10x TBS
NaCl ..o, 4g 40g
Tris base ............... 1.21g 12.1g
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Directions

v" Dissoudre tous les réactifs secs ensemble dans 400 ml d’eau distillée.

Ajuster le pH a 7.4 en utilisant HCI.

v
v Ajouter de I'eau distillée a un volume final de 0.5 1.
v

Stériliser par autoclavage.

4- TBST (Tris-Buffered Saline avec Tween)
0.1% Tween-20 dans 1x Tris-Buffered Saline - pH 7.4
20% Tween-20................... 0.1 ml

10x TBS....

Eau distillée

Directions

...................... .50 ml

................... 449.9 ml

v Ajouter 50 ml de 10x TBS aux 449.9 ml d'eau distillée.

v Ajouter 0.1 ml de Tween-20 et mélanger.

5- TBS-Triton X (Tris-Buffered Saline avec Triton X)

Triton X-100
10x TBS....

Eau distillée

Directions

v Ajouter 50 ml de 10x TBS aux 449.75 ml d'eau distillée
v Ajouter 0.25 ml de Triton X-100 et mélanger.

6- Solution de blocage: Albumine Sérique Bovine (BSA)

7- 4% Paraformaldéhyde - pH 7.4

Paraformaldéhyde ............................ 4¢g
IONNaOH ... 2 gouttes
PBS o 10 ml
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Directions

v Chauffer 90 ml d’eau distillée a 60 °C (sur une plaque chauffante ou dans un four a

micro-ondes).

AN N NN

8- Réactifs du Western Blot

8-1- Tampon d'électrophorese (Running buffer) (10x)

Ajouter 10 ml de PBS 10x et mélanger.

Tris MW-121.14)......cccoeneeen. 30.3¢g
Glycine MW 75.07).............. 144.0g
SDS (MW 288.4)......cccvvvnennn.. 10.0g
Eau distillée ....................... 1000ml

8-2- Tampon de transfert (Transfer Buffer)

1x
Tris (MW 121.14) 14.41¢g
Glycine (MW75.07) 3.02¢g

Directions

Ajouter 4 g de paraformaldéhyde tout en agitant 1’eau distillée a 60 °C.
Ajouter 2 gouttes d'hydroxyde de sodium 10 N (NaOH) et continuer a remuer.

Laisser la solution remuer jusqu'a ce que le paraformaldéhyde se dissout (~ 30 min).

Ajouter de I’eau distillée a un volume final de 250 ml.

10x
144.13¢g

30.28¢

v Ajouter de I'eau distillée (quantité suffisante pour 1000ml)

v’ Juste avant l'utilisation: mélanger 100 ml de tampon de transfert 10x avec 200 ml de

méthanol et 700 ml d’eau distillée pour obtenir le tampon de transfert final 1x prét a

[’utilisation.

8-3- Gel SDS-PAGE

v" 30% PAGE: Acrylamide (Acr) (29.2g), méthyléne bisacrylamide (Bic) (0.8g)

- Préparer dans un volume d'eau désionisée de 100 ml.

- Placer dans des bouteilles brunes maintenues dans un réfrigérateur a 4 °C.
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v" 1.5mol/L Tris/HCL (pH8.8): 90.75¢g de base de Tris, 400 ml d’eau désionisée avec 1
mol/ 1 HCI.
- AjusterlepH a 8.8
- Ajouter un volume constant d'eau désionisée jusqu’a 500 ml

- Conserver au réfrigérateur a 4 °C.

v" 0.5mol/L Tris/HCL (pH6.8): 12g de base de Tris base 12g, 120 ml d’eau désionisée
avec 1 mol/ 1 HCI.
- Ajuster le pH a 6.8
- Ajouter un volume constant d'eau désionisée jusqu’a 200 ml

- Conserver au réfrigérateur a 4 °C.

v" 10% SDS: 10g SDS 10g, 100ml d’eau désionisée

- Bien mélanger a température ambiante.

v" 10% ammonium persulfate (AP): 0.1 g d’AP dissout dans 1ml d'eau désionisée et

stocké a 4 °C pendant au maximum une semaine.

8-3- TBS : Voir au-dessus

8-4- TBST: Voir au-dessus
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inhibition assays, and western blot analysis were performed
o detect, explore, and assess the anuproliferative effect of
deoxypodophyllotoxin, Ouwr duta  revealed that. deox-
ypodophyllotoxin trestment resulted in a dose-responsive
inhibition of MCFEF-7 and MDA-MB-231 ecell growth with
very low ICsy (10,91 and 20002 nM, respectivelv). It dis-
ripted the cytoskeleton and induced significant cell cycle
arest at the GX/M phase in both cell lines through the
imterference with cell cycle regulmory proteins: cyclin B,
cde2Se, and CDKIL. In MCF-7 cells, cell cycle inhibition
was associnted with apoptosis, which was  caspose-
dependent and involved elevation of Bax protein and a
cleavage of PARP, this finding along with disruption of
mitochondrial membrane potential, confirmed the involve-
ment of intrinsic pathway in deox ypodophyllotoxin-induced
apoptosis in MCE-T cells. However, in MDA-MB-231
cells, deaxypodophyllotoxin is cyvtostatic and significantly
suppresses proliferation by cell cycle amest at G2/M phase
without apoptotic induction, Such an activity of deox-
ypodophyllotoxim could be expected to spare normal tissues
from toxic side elfects.

Keywords DPT - Antiproliferative activity = G2/M phase -
Tubulin * Cytostatic = Cytotoxic

Introduction

Breast cancer (BC) is the second most common cancer
worldwide alter lung cancer and the leading cause of cancer
death in women. The global burden of BC exceeds all other
cancers and its incidence rates are increasing (Ferday et al.
2012). More than 60% of BCs express esirogen recepior
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{ER). In gencral, patients with ER-positive BC have longer
disense-free survival and overall survival than women with
ER-negative BC (McGuire et al. 1978; Thorpe et al. 1987;
Sheikh et al. 1994,

Phyvicestrogens, a group of non-steroidal compounds that
are widely distributed in planis, e structurully or function-
ally similar 1o mammalian estrogens. They can weakly bind
W estrogen receptors and then promote or inlubit estrogen
effects (Messing and Lopringi 2000). Thus, they have been
suggesied o play an imporant mle in the prevention of
cupcers { Adlercreutz 2002). As estrogen agonists, phyioes-
trogens mimic endogenous estrogens and induce estrogenic
elfects; also they may prevent estrogenic activity, acting as
estrogen antagonists, through inhibition or alteration of ER
casing antiestrogenic effects (Brzezinski and Debi 19949),
The major phytoestrogens are isoflavones and ligmons (Lee
and Xiao 2003), Podophyllotoxin, a naturally  occumng
aryhetmalin lignan (Fig. lak exhibits antitmmor and anti-
proliferative activity in several cancer cells (lkeda et al. 1998;
Muto et al. 2008). The class of padophyllotoxins includes
also several closely-related chemical structures especially
deoxypodophyliotoxin (DPT) and some cytostatic agents,
such as etoposide and teniposide, semi-synthetic agents of
podophy llotoxin, vsed to treat muliiple cancers (| Khaled et al.
20013},

DPT (Fig. 1b), a phyvtochemical compound. was found to
bind and inhibit the polymerization of twbulin, the fundu-
mentil monomeric subunit of microtubules, leading o cell
cycle arrest at GM phase and apoptosis through caspases-
3 and 7 sctivation (Roullund et al, 2002),

In the current study, DPT was extracted from Dyvsosma
versipellis iHance) M. Cheng ex Ying | Berberidaceae), one
of the important traditional Chinese herbal  medicines
endemic o China (Wang and Xie 2004, muinly grown in
regions of the Zhejiang provinee, Jiangxi provinee, and
Hubei province (Guo 1992) It is a nwwral source of
podophyllotoxin, DPFT and several other compounds (Jiang
et al, 2007) known to have antitumor activities (Yu et al.
1991 : Jiang et al. 2007).

Previous  studies  investigated  DPT  antiproliferative
activity on cerain peoplastic cells (Khaled et al. 2013;
Wang et al. 2005), In the present study, we addressed the
question whether the semi-synthetic DPT induces cell cyele
amrest and apoptosis in both ER-positive MCF-7 and triple-
negative MDA-MB-231 BC cells. Triple negatve BCs
(TNBC) lack the expression of ER. progesterone receptors,
and human epidermal growth factor receptor type 2 (HER-
2). They have generally, poorer prognosis than BCs
expressing these receptors. While ER+and PR+ tumors
benefit from  hormone therapy and wmors that  have
amplified HER-2/Neu are treated with a monoclonal anti-
body targeting HER-2/Neu in addition 1o chemotherapy,
TNBC are treated with only chemotherapy. Hence, we

ﬂ Springer
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Fig. 1 Chemical structure of podophyliotoxin o ond deox-
ypodophyllooxin b

chose MCF-7 and MDA-MB-231 BC cells as two in vitro
models of BCs with differential outcome.

Materials and methods
Drugs

DPT (MW 398 ¢/mol) was provided by China Pharmaceu-
tical University Rescarch Institute of Pharmaceutical
Chemistry. It was obtuined as a white powder of high purity
(> 98%). A 107 M stock solution of DPT was prepared
dimethyl sulfoxide (Sigma. USA)L Ewoposide (Purity >
Y85 was purchased from the National Institute for Food
and Drug Control (NIFDC. China). Taxol (30 mg/5 ml)
i Purity > 99.5%) was purchased from Shenzhen Main Luck
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Pharmaceuticals lonc. (China). All drogs were diluted in
serum-free media,

Cell lines and cell culture

MCF-T and MDA-MB-231 cell lines were grown in Dul-
becco’s Modified Eagle's Medium (HyClone, USA) or
Leibovitz's medium (L15) (HyClone, USA), respectively,
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibeo, LISA)
and 1% penicillin-streptomycin (Bevotime Biotechnology,
Chinal. As recommended by the American Type Cullure
Collection { ATCC), cultures were incubated in a humidified
incubator at 37 °C, with 5% CO; for MCF-7 cells but
without COs for MDA-MB-231 cells.

Cell proliferation assay (CCK-8)

Cell prolifermion was colorimetrically evaluated with the
Cell Counting Kit-8 (CCK-8) from Dojindo Laboratories
(Komamoto, Japan) scconding 0 the manufacturer's
instruction. Brefly, exponenually growing MCF-7 (1 x
10%) and MDA-MB-231 (1.5 » 10%) cells were seeded in
O6-well plates. After 24 h incubation, cells were exposed 10
serigd different DPT concentrations (1 nM=1 mM) and 1o
etoposide (positive control) in parallel for comparison, with
three wells per concentration. After 72 h drugs exposure, the
CCOK-8 solution was added 10 each well and the cells were
incubated for additional 1=<4h mt 37 "C. The absorbance
intensity of each well was measured with Bio-Rad 680
microplate reader (Bio-Rad Laboratories, Hercules, CA,
LU'SA) at 450 nm. The absorbance of the drug-treared wells
wis compared with untreated well (negative control). The
inhibitory rte of cell proliferation was calculated as:
(0D pnero = ODyeued  sampie MODcouron % 100, The  50%
inhibitory concentrations (ICsp) were calculated using the
dose—response fitted curves (Ongin Labs OngmPro vE.0)

Cell morphology assessment by light microscopy

To gain an initial insight inmo the elfects of DPT on cell
morphology, human BC cell lines MDA-MB-231 and
MCF-7 were seeded in 6-well tissue culture plates and
cultured under the conditions indicated above. When the
cells density reached approximately 80% confluence, they
were treated with DPT (20nM) and incubated for different
lengths of time ranging from 12 1o 48 h, The morphological
changes were monitored using an invened phase contrast
microscopy (Olympus IXT 1, Toekyo, Japan).

Cell evele analysis

Cell evcle analysis wias assaved by determining DNA
content. BC cells were incubated in complete growth
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medium in the presence or shsence of increasing con-
centratioms of DIFT (5, 10, and 20 0M) for different time
periods (12, 24, 36, and 48 h), Briefly, cells were trypsi-
nized, suspended in cold phosphate-bulfered saline (PBS)
and fixed with 70% ice-cold ethanol mt 4 °C overmnight
Fined cells were collected by centrifugation, rinsed with
PBS and resuspended in staining buffer containing BNase A
and  propidiom  jodide (P} (Bevotime  Biotechnology,
China) for 30 min in the dark. The percentages of cell dis-
tribution in G1, G2M and S phases were determined by
flow cytometry. Data were aoquired using  CellQuesi
6.0 software (BD Biosciences. USA) and cell evele analysis
was performed using ModFit LT version 3.2 software (BD
Biosciences, USAL

Detection of apoptotic cells

Apoptotic cells were determined by an Annexin-V/Pl dou-
ble staining assay wsing the FITC Annexin V Apoplosis
Detection Kit (BD Biosciences, USA) according 10 the
manufacturer’s protweol. Boefly, cells withowt DPT (con-
trol) and treated cells with different concentrations of DPT
(5. 10, and 20 nM) and Taxol (positive control) for different
time periods, were harvested, washed with cold PBS and
then stained with labeling solution containing FITC- labeled
annexin V and Pl for 15min in the dark at room tempera-
ture. Subsequently. the samples were subjecied 10 flow
cylometry using a fluorescence-activated cell sorting Aow
cytometer (Becton Dickinson, San Jose, CA) The cells in
early stuges of apoptosis were annexin V positive and Pl
negative, whereas those in lute stages of apoposis were
both sannexin V and Pl positive.

Immunofluorescence staining assay

Tumor cells cultivated on sterile gluss coverslips were either
untreated or trested with DPT (20 aM) and Taxol (positive
control) for 12=48 h. Following drug treatment, cells were
fixed with 4% parafvmaldehyde, permeabilized with 0.14%
Triton X-100 and washed with tris buffered saline tween 20
(TBST) for 5 min at room temperuture. Then, the cells were
blocked by 5% bovine serum albumin (Sunshine, China)
and swined with a mouse monoclonal antibody anti-a-
tubulin (Santa Cruz Biotechnology, LISA) for 1 h at room
tempernture, Subsequently, the cells were washed with
TBST w remove excess antibody and then stained with
Alexa-Fluor 488-conjugated secondary antibody and with
DNA stain Hoechst 33258 dye (Invitrogen, CA, USA) in
the dark for 3 min at 37 °C. Finally, the shdes were
mounted with antifade mounting medivm and observed
with an Olympus IXT1 Quorescence microscope (Tokyo,
Japan).
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Measurement of mitochondrial membrane potential
(A%Wm)

The loss of mitochondrial ransmembrane potentiol { A% m)
15 the hallmark for apoptosis (Green and Reed 1995), The
Auorescent  cationic  dye, JC-1  (5.5"6.6"tetrachloro-
1.1°.3 3" tetrmethyIbenzimi-dizoly lcarboc vanine iodide
purchased from Beyotime Biotechnology (Nanjing, China),
was used to reveal the loss of A%m (Smiley et al. 1991). In
healthy non-apoptotic cells with high AWm. the dyve stins
the mitochondria bright orunge red. When the AYm col-
lapses in apoptotic cells, the red/green Auorescence intensity
ratio decreases (Coxsarizza et al. 1993}, In brief, cincer cells
were seeded in 6-well plates. Afier DPT treatment (20 nM)
for 12 1o 48 h, cells were washed with PBS and stained with
JC-1 in the dork for M min at 37 °C. The anti-mitochondrial
agent carbonyl cyanide m-chloropheny lhydrasone (CCCP)
was used as positive control. After the incubation, cells
were washed twice with JC-1 staining buffer and then 2 ml
of cell culture medium were added 10 each well. Fluorescent
images were visualized by a fluorescent microscope
{Olympus IX71. Tokyo, Japan).

Caspase inhibition assay

The  A-benzyloxyeourbonyl-Val-Ala-Asp  (OMe)-fuor-
omethylketone (z-YAD-Imk) is a cell-permeable pan-cus-
pase inhibitor that imeversibly inhibits caspase-mediated
apoptosis by preventing the conversion of pro-caspases 1o
their active forms (Slee et al. 1996), To study the involve-
menl of caspases in DPT-induced apoptosis, seeded cells in
Y6-well plates either untreated or pretreated for 4 h with
100 pM of pan-caspase inhibitor z-VAD-fmk (Beyolime
Biotechnology, China), before exposure o DPT (20 nM) for
48 and 72 he Cell viability was then measured vsing CCK-8
assay as described above.

Western blotting analysis

Untreated or reated cells with DPT for differemt time per-
iods were washed with ice-cold PBS, and then proteins
were extracied using the KeyGEN Total Protein Extruction
Kit (KeyGEN, China) following the manufaciurer's
instructions. Proiein concentrations were determined by the
bicinchoninic acid kit ( Thermo, USA). Protein exiracls were
froeen at —80 "C until use. For western hlot analysis, egual
amounts of protein extracts were electrophoresed on 105
sodium dodecylsulfime polyvacrylumide gel electrophoresis
oels and tansferred w polyvinylidene difluoride (PYDE)
membranes (.22 mm) (Bio-Rad Laboratories, Hercules,
USA) by electroblotting. After blocking in 5% non-fat milk,
the membranes were incubated ovemight with specific
primary antibodies at 4°C. Antibodies against cvelin Bl,

4 springer

cde25¢, CDKIL, PARP, Bax, Bel2, and f-actin were pur-
chased from cell signaling technology, USA. The next day,
the immunoreaction was continued with the appropriate
secondary antibodies for 1h m 37 °C. Prowein bands on
PYDF membranes were assessed with the ChemiDoe XRS
imaging densitometer (Bio-Rad), vsing the Quantity One
software program (Bio-Rad Labortories, CA, USA)

Statistical analysis

Results were expressed as  median £ median  absolute
deviation (MAD) of three separate experiments. Statistical
differences between control and treated groups were deter-
mined by Kruskal-Wallis non parametric test in case of
unmatched groups or Friedman’s non parametric test in case
of matched groups. The criterion for significance was set at
P-value <0.05.

Results
DPT inhibits tumor cells proliferation

The effect of DPT on human BC cells proliferation was
assessed by OCK-8 assay. As shown in (Fig. 2) with
increasing doses of DPT, proliferation inhibitory rates of
treated cells were gradually incrensed compared o untreated
cells. Thus, DPT was found o inhibit the growth of wmor
cells in a concentration-dependent manner. Funthermore,
DPT significantly suppressed MCF-7 and MDA-MB-23]
cells proliferation at very low concentrations (I1Cy 10,91
and 20,02 nM. respectively) compared 1 positive control.
The obtained ICg; values were summarized in Table 1.

DPT induced G2V phase cell eyele arrest in MCF-7
and MDA-MB-231 cells

Fundamental alterations in the genetic control of cancer cell
division have been observed, resulting in an unrestrained
cell proliferation (Vermeulen et al. 2003). Thus, the
induction of cell eyvele arrest is considered as an imponant
target for cancer therapy (McDonald and El-Deiry 20000).
The inhibition of proliferation observed with DPT could be
due 1o its effect on cell cycle. w the induction of apoptosis
or both. To eluciduie whether DPT growth inhibitory effects
were due to cell cycle amest, flow cytometry analvsis was
performed. As shown in Fig. 3. DPT ireatment resulted in
significant dose-dependent and time-dependent accumula-
tion of cells in the GUM phase accompanied by a con-
comitant decrease in Gl phase compared to control, which
sugeested that DPT enhanced inhibitory effect in MCF-7
and MDA-MB-231 cells wis a result of G2/M phase inhi-
hition. DPT caused dose-dependent accumulation in G2/M

Page 120



ANNEXE 2 : PUBLICATIONS

Med Chem Res
a
; 70 -
60 -
&0 -+ - 60 +
£ £ ]
50 -
i ICe=10910M 3
c A c
i §
E 204 z
£ c
10 4 1 -
04
- v - 20 . .
: 2 .
Log [C] Log [C]
DPT ETOPOSIDE
b
“ /‘/———i_‘ Lo
5 4 @+
g “ 5 a0
i ICes=20020M & |
s o § N 4
: : ]
= 4 £ 2 4
10 4
10 -
T T v =7} ‘ L 4 Ll ) 3
H 2 ‘ 3 4
Log [C] Log [C]
DPT ETOPOSIDE

Fig. 2 Cell proliferation analysis of DPT in MCF-7 (a) and MDA-
MB-231 (b) cells by CCK-8 method. Cells were grown to confluence
in 96 well-plates. Then, they were either untreated (control) or treated
with different concentrations of DPT (In M-1 mM) and etoposide
(positive control) for 72 h. After treatment, CCK-8 was added and cells

phase of the cell cycle, and following DPT (20 nM) expo-
sure for 48 h, the percentage of MDA-MB-231 cells in G2/
M fraction increased 5.2 fold against 2.67 fold in MCF-7
compared 10 vehicle control (Fig, 3a).
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were incubated for additional =4 h at 37°C. The optical density in
control and drug-trested wells was measured at 450 nm with Bio-Rad
680 microplate reader. Each concentration was used in triplicate.
Curves represem the mean of the growth inhibition rate following the
logarithm of treatment concentrution

Meanwhile, DPT caused a pronounced dose-dependent
accumulition in the G2/M phase of the cell cycle reaching a
plateau ot the doses of 10 and 20nM. and a parallel
reduction in the G1 phase (Fig. 3b). Furthermore, the sub-
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Table | The obtained ICx - - - = = :
ot Sliusng i Cell lines DPT ICsy (M) Etoposide® 1C< (nM) Eloposide 1Cx, / DPT ICso
“: lines “f:unﬂ‘"““‘*“‘ MCF-7 1091 = 3.1 18580 + 1900 1703.02
and &t & Irealmient
aos MDA-MB-231 200209 28680 + 6300 1432.57

* ICsy values, expressed in nanomole (nM), are the median + MAD of three independent expenments

" Positive control

Gl population. indicator of cell apoptosis, was detected in
treated MCFE-7 cells and incrensed from 2.6 to 40.4% afier
45 h of DPT (20 aM) exposure. However. when evaluated
against the control, the sub-G1 apoptotic fraction did no
increase in MDA-MB-231 wreated cells, thereby suggesting
that only cell cvele progression had been significantly
affected in these cells. Cell cycle distnbutions were shown
in Fig. ic.

DPT-induced changes in cell evele regulatory protein
expression in tumor cells

DPT activity is closely coupled to cell cyele progression as
the cell evele analysis revealed thit DPT induced G2/M
arrest. To further confirm this finding. we examined whether
DPT  resmemt  aliered cell cycle regulatory proteins
expression, such as cyclin Bl, ede25¢, and CDK1 within
48 h (Fig. 3d). p-actin, a housekeeping gene, was used as a
loading control.

In MCF-7 cells, the level of cyclin Bl increased afier
DPT wemment. However, CDKIL, which combine with
cyclin Bl in the control of the G2M phase. as well as
cde25¢ expression drvmatically decreased after 24 h. On the
other hand., DPT down-regulated the expression of edc23c
and eyclin B1 in MDA-MB-231 cells. while no detectable
change was observed in CDK1 expression.

DPT-induced morphological changes in cells

To gain an initial insight ino the effects of DPT on cell
morphology, differences in cell morphology were observed
between DPT-treated and eontrol cells as assessed by light
microscopy. The most conspicuous change observed in
MCF-7 wreated cells included cell shrinkage and exiensive
detachment of the cells from the cell culure substritum.
MCF-T trewed cells contained Tragmented nucled and the
cell density reduced drumatically in time-dependent manner
(Fig. 4). These changes, charactenstic of cell apopiotic
death, as well s of reduced adhesion, became mone
remirkable after 24 h incubation with DPT (20 aM), which
might indicate the possibility of apopiotic occurrence in
these cells after DT treatment. However, the effect of DPT
on MDA-MB-231 cells morphology was less potent under
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the sume conditions. However, no shrinkage or sign of cell
deuth were observed (Fig, 4).

DIPT inhibited wbulin polymerization

To assess whether DPT has an effect on tubulin, we looked
for possible alterations in the cyioskeleton. Therefore, an
indirect immunofluorescence staining using an anti-tubulin
antibody was performed. While Taxol. a microtubule-
stabilizing agemt (Amal and Wade 1995), hyperstabilized
polymerized microwbules and showed distinctive micro-
tubule network, DPT cansed o significant disruption of the
tubulin cytoskeleton characterized by cellular microtubule
depolymerization within 48 h of teatment (200nM) in tumor
cells (Fig. 5a, by Control cells showed normal tubulin
arrangement  and  elongated  bundles  of microtubules
(Fig. 5a.a, ba), Consistent with the above resulis. Hoechsi
stnining showed that MCP-T wreated cells (20 nM) exhibited
high morphological changes in which the cells shrank,
became rounded, and contained fragmented nuclei alter 48
h weatment, as indicaled with white arrows (Fig. 3Sal.
However, untreated cells and MDA-MB-231 wreated cells
showed morphologically normal and dimly blue nuclei
{Fig. 5a. b).

DPT iriggered apoptosis in MCF-7 cells but not in
MDA-MB-231 eells

In order to elucidate whether the antiproliferative effect of
DPT was associated with apoplosis, treated cells were
subjected w annexin-V FITC/PL flow eyiometry analysis. In
MOF-T cells, DPT exposure was found 1w promoete hoth
early and late apoplosis in a dose-dependent manner. As
shown in Fig. 6a, d. MCF-7 treated cells with 110 15, and
20uM of DPT for 48 h resulied in approximately 35, 76,
and 85% of iotal apoptotic cells, respectively, compared 1o
4% in the control cells, The increase in cell’s apoptotic
population is consistent with the increase in sub-Gl popu-
lation that was observed in the cell cycle anulysis, More-
over, DPT induced a time-dependent cell apoptosis in MCF-
T after 20 nM DPT treatment for 1248 h. Thus, 24 h cells
treatment, resulted in a strong shifi from non-apoplotic live
cells to late apoptotic cells (18.24%). At the end of 48 h
treatment. the iotal apopiosis became more significant
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o Fig. 3 Dose and time-dependent effect of DPT on the cell cyvele progression of BC cell fines. MCF-7 and MDA-MB-231 cells were either
untreated (contral) or treated with a 20 oM of DPT for 12-48 h or b DPT (5-20 nM) for 43 b After treatment, cells were harvested, stained with 1
and then analyzed by flow cytometry. The y-axis denotes cell count and the x-axis represents DINA content. Values are expressed as percentage of
the cell population in the sub-Gl. G1, S, and GZM phase of the cell cycle. Flow ¢yiometry lnstograms show cell cyvele progression i one
experiment oul of three independent experiments. ¢ Analysis of data collected from the mvesngation of DPT's action on the cell cvcle progression.
MOF-T (a, ¢), MDA-MB-23 1ib, d). MCF-7 and MDA-MB-231 cells were either umremed (comtrol ) or treated with 20nM of DPT for 1238 h(a,
by or DPT (5=20nM) for 48 h (¢, d). Each bar represents the median £ MAD of data from three independent experiments. Friedman (a, b) and
Kruskal=-Wallis (¢, d) tests were used v compare the distibution of samples between the groups, ns > 001, *PS0, **PsS001, =**=F S 0001,
vems 20,0000, d Time-dependent effect of DPT on cell cycle regulatory proteins in human BC cells. Cells wene exposed o DPFT (20 aM) and
mcubated for different lengths of ime. Then, expression levels of cvclin B, cdc25¢, CDKL, and fractin (a housckeeping gene used s o loading
control) in wtal cell lysates were determined by western blot analysis. Thiz figure is representative of three independent experiments

a b c d e

Fig. 4 Morphological changes of MDA-MB-231 and MCF-T cells afier DPT-trestmient: Cells were cultured in 6-well ples under control
condition @ or in the presence of DPT (20 0M) for 12<48 h b=, Cell morphology was observed under a phase-contrast microscopy ( 200X)

MCF-7

MDA-MB-231

and  apoptotic cells mecreased up o aboum 89%  con
comilantly with u decrease in non-apopiotic live cells
(4.64% ) (Fig. 6b, e).

In MDA-MB-231 cells, different concentrations of DPI
{3=5 folds ICs) were wsed. However, no significant dif

spectiically localized in mitochondria, m both untreated and
MDA-MB-231 temed cells. which displayed only a slight
green fluorescence compared to the omnge-red one, typical
of imtact live cells with polarized mitochondria (Fig. 7).

ference in the proportions of non-apoptotic cells, and those

in early and late apoptosis were observed after 4% h, com
pared to the control (Fig. 6e, ). The obtained dats sum-

manzed in Tables 2, 3,
Mitochondrial membrane depolarization by DPT
Since the mitochondnal changes are considered as a eritical

1948y, JC-1

staining assay was camed outl o verify whether A¥m dis

event of the apoptotic process (Hirsch et al

ruption precedes caspase cascade activation and cell death,
In sensitive MCF-7 cells, the JC
Auorescence ratio (red/green) was dramatically decreased

after 36 h of DPT treatment (Fig

| was pecumulated and the

7). This suggested tha., the
DPT-induced cell proliferation inhibition was associated
MCF-T cells
In contrast, JC-1 was poorly accumulsed and
exhibited a diffuse

with AY¥'m  disruption  and  consequently
.Il'll I|'|'|lh"|'1

evioplasmic  fluorescence,  nol

DPT-indoced caspase activation in MCF-7 cells

I'o estimate whether caspases activation is involved in DP1

induced MCF-T cell apoptosis and to further exclude cas
pases implication in growth inhibition of MDA-MB-231
cells, the effect of a well-known pan-caspase inhibitor, z
VAD-fmk. on DPT-induced growth-inhibition was exmm-
med. As shown in Fig. 8a, DPT inhibitory effect on MCEF-T
cell proliferntion was significantly reversed by z-VAD-fmk
pre-treatment, as MCF-T cells viahility increased by 20.3 &
L7% and 18.2+4.6% after 48 and 72h respectively

However, we can notice that cell viability in DPT treated
cells after z-VAD-Tmk pretreatment remained significantly
inferior o control cells (P < 0L05), On the other hand. the
exposure of MDA-MB-231 cells to the pan-caspase inhi-
bitor did not affect the cells proliferanon after both 48 and
T2 h (Fig. 8b)
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4 Fig. 5 Effect of DPT on tbulin polymerization. MCFE-7 a and MDA-MB-231 b cells, grown on coverslips, were incubated et 37 °C in the absence

{a: Negative control) or presence of DFT (20 aM) or Taxol (positive control) for 12-48 b (b—e). Microtubules {green) were stained by overnight
incubation with anti-a-tubulin antibody then with Alexa-Fluor 488-conjugated secondary wniibody for 30 min, Chromosomal DINA was stained
with Hoechst 33258 ( dlue ). DPT disrupted mbulin polymeriznion in both MCF-T and MDA-MB-231 cells. Apopiotic cells with condensed nuclei
were vbserved in DFT-treated MCF-7 cells. Amuws indicate fragmented nuclel of apoptotic cells. The images were captured using confocal

IMiCTasCopy

Effect of DPT on apoptosis related proteins expression
in MCF-7

In line with our previous findings, Fig. 8¢ showed thwt DPT
promoted the cleavage of a well-known substrate of act-
vated caspases, poly (ADP-ribose) polvmense (PARP).
which involved in apopiotic signalmg in MCE-T cells.
PARP cleavage started after 12 h and became more exten-
sive by 48h. As PARP cleavage can be induced by other
death proteases in different types of cell death (Duriez and
Shah 1997}, we further elucidate the mechanism responsible
for DPT -induced apoptosis in MCF-7 by the examinution of
the effect of DPT on the expression of Bax and Bel-2, key
molecules that are mvolved i intrinsic apoptotic pathway
and reponted 10 have pro-apoptotic propertics. As shown in
Fig. 8¢, DPT exposure caused Bax over-expression along
with unchanged level of Bell following 48h of drug
treatment. While, DPT trestment did not affect apoprosis
related proteins expression in MDA-MB-231 cells (data not
showny).

Discussion

One of the main challenges in BC trestment is the existence
of TNBC tumors that are resistant o antihormone therapy
(Foulkes et al. 2010). Hence, finding new therupies to this
BC subset is of crucial importance. Previously, DPT was
found to significantly inhibit the proliferation of several
human cancer cell lines through cell eyele amest at G2/M
checkpoint (Khaled et al, 2013; Wang et al. 2015). In this
study, the antiproliferative effect and the comesponding
antiproliferative mechanisms of DPT on TNBC MDA-MB-
231 and ER-positive MCF-7 BC cells were investigated,
We have demonstrated that DPT arvested growth of MCF-7
and MDA-MB-231 cell lines at very low ICs; compared 10
that of etoposide. o well-known cyioloxic agent.

Inhibition of tumorigenesis often involves modulation of
signal tronsduction pathway leading 1o cell cyele amest and
consequently  apopiosis (Call et al. 2008; Dickson and
Schwarte 2008), Consistent with previous reporis, herein
we demonstrated that DPT caused cell cycle block m G2/M
phase in both MCF-T and MDA-MB-231 cells. which is
partially related 1o penurbation of cell cyele proteins
expression, It is well known that the eukaryotic cell cycle is
sirictly regulated by complexes containing cdks and cyelins,

Page 127

which are critical for the progression of cell cyele and their
imactivation lead to cell cyele arrest (Vermeulen et al. 2003),
Cyelin B! is synthesized during § phase, peaks at G2/M
phase, and is rapidly degraded at telophuse of M phase. It
plays a crucial role in the G2/M wransition and in the M
phase progression { Holloway et al. 1993; van Leaken et al.
2008). Cyclin Bl aceumulation has been considered as an
indicator of cell eyele amest in G2 andfor M cell phases.
Hence, DPT-induced cell cycle amest in MOF-T cells might
be partially explaimed by the elevated cyclin B1 expression.
The same elfect of DPT tremment on cyclin Bl accumu-
lation has been observed in other studies using other cancer
cell lines (Shin et al. 2010; Guerram et al. 20135; Wang et al.
2015), In contrast. we noticed that DPT reduced cyclin B
expression in MDA-MB-231 cells. A preview of the com-
bined comportment of cell cyele proteins may give an
explanation tiv this observation. It s well-known that cyvelin
Bl pssociates 0 CDK I during G2 phase o form a complex
whose activity is mostly dependent on the amount of cyelin
Bl wund the phosphorylation stius of COKL (Malumbres
and Barbacid 2005). Additionally, cde2Sc activates the
CDKl/cyelin B complex through dephosphorylation of
CDKI (Gautier et al, 1991 ). Hence, a potential mechanism
for DPT-induced cell cycle amrest in MDA-MB-231 cells 15
through reduction of wial proein levels of cyelin Bl and
cde25c. A comparable behavior of cyelin B and cde25¢
after DPT wreatment of U-87 MG glioblasioma has been
ohserved by others (Guerram et al. 2015). Furthermore, we
cin also speculate that reduction of cde25¢ may give an
additional explanation 1w GAM phase wrrest through the
ubsence of CDKI dephosphorylation afier MCF-T cells
treatment by DPT.

Highly dynamic mitotic-spindle microtubules are among
the most interesting targets for anticancer therapy (Jordan
and Wilson 2004, Chemotherapeutic agents stabilizing
cellular micrombules. like Taxol, lead o mitotic arrest
and evwstoxicity in proliferating  cells (Rowinsky  and
Donchower 1991 ). DPT seems o be a novel microtubule-
targeting agent that works through o different mechanism.
Data from immunofiuorescence microscopy  demonstrted
that DPT dramatically disrupted the cytoskeleton and pre-
vented cancer cells division through inhibition of whalin
polymerization in mammalisn wmor cells, MCFE-7 and
MDA-MB-231.

Since cell apoptosis may be one of the consequences of
cell-eycle arrest (Roninson et al, 2001), apopiotic induction
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o Fig. 6 Flow cytometnc analysis using aunexin V-FITC/Pl double-staining. MCF-7 cells were u untreated or treated for 48 h with 10, 15, and
20 M of DPT or b treated with DPT (20nM) for 1248 h, ¢ MDA-MB-231 cells were untreated or treated with 60, 80, and 100 nM of DPT for 48
B, Taxod wsed a8 positive conrol. The collected cells were subjected w staining then analyeed with o flow evtometer. Untreated cells wens primanly
Annexin V-FITC and P negative. indicating that they were viable and not undergoing apoplosis. Afier treatment, there were primurily two
populations of cefls: Cells in early stages of spoptosis are annexin V positive and Pl negative, whereas those in lnle stages of apoptosis are both
annexin ¥ and P1 positive. The percentage of apopiotic cells is indicated, Dot blots show the results from one of the three conducted experiments.
d. ¢ [histograms showed the fractions of live, eardy, and late apopiotic MCF-T d. ¢ and MDA-MB-23 | [ cells. The numerical datn are presented as
mediom = MAD {n= 3} Foedman () and Kruskal-Wallis (£ and F) tests were used 10 compare the distnbution of samples between the groups:

i >0.0, *PsL], *=Ps001, ==*P0.001, =P s0.000]

Tauble 2 Annexin ViIPl wsay

daes ufter 48h of DFT-reament  CCh Hes Comml Thoel* i
10nM 15nM X nM
MCF-7 Live Cells B8.794 1,70 2181+1932 5152+387 1060+683F 4.53+133
Early apoptofic 580+ 137 1441 =251 G081 +25 H50+555 507T+233
cells
Late apoptotic 4 2+078 S892+1751 35066+59 7601+ 132 B548+536
cells
B nM oM 10nM
MDA-MB-  Live cells $391 4142 63062006 S042+379 B0T73+ 280 BO36+088
231
Early apopiotic 665 1,20 319100 B2+ 280 B92+ 183 901 4£193
cells
Late apoplitic B +081 2M421+406 962+093 9004099 000+085
cells
Results are given m % and are the median + MAD of three independent experiments
" Positive control
Table 3 Annexin Y/ pasay dain after 12, 24, 36, and 48 b of DPT-treatment (20 abl)
Cell lines Control Taxol® DPT
12k 24h 36h 48h
MCF-7 Live cells 84,74 £ 080 17.68 + 7.66 3.2+ 119 TLER £ 0,89 4455 £ K85 4.6 +£3.29
Early apoptotic cells 177 =059 085+1.17 7.90 + 2.51 757+ 3.80 IRT £ 165 11 +232
Late apopiotic cells 643 +0.97 HE.E4 + 879 786+ 192 18.24 +4.59 4B 54 +908 B9.65 +6.11

Results are given in percentage and are the medion + MAD of three independent experiments

* Positive comrol

was confirmed by analysis of independem  markers.
Thereby, according to Hoechst staining, DPT-treated MCFF-
7 cells displaved significant apoptotic-related morphologi-
cal alterations. such as apoptotic body formation  and
chromutin condensation. In addition, o sub-Gl peak, often
considered s an indicotor of cell apopiosis was clearly
observed by flow cytometry afier the DPT ireatment of
MCF-7 cells. Moreover, FITC-Annexin V/Pl staining dssiay
of MCF-7 cells indicated an increased number of apoptotic
cells after DPT treatment in both dose- and time-dépendent
manner. Besides, DPT treatment  significantly induced
MCF-7 A¥m loss, which is one of the earliest events in
programmed cell death (Zamzami et al. 19954, b; Kim et al.
2003). To further assess whether DPT-induced apoptosis is
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caspase-dependent. we demonstrated that the pan-caspase
inhibitor prevented the DPT apopiotic effect on MCF-7.

It is well known that exinnsic spopiotic pathway is
initiated by the engagement of cell surface death receptors
with their specific ligunds, which then induce caspase 8
activation Cluang et al. 2004). In contrast, intrinsic apoplotic
pathway is induced by release of cytochrome ¢ from the
mitochondria into the cytosol and sctivation of caspase 9,
and then caspases 3 and 7 and consequently cell apoptosis
{Tong et al. 2002} Many of the profanti-apoptotic members
of the Bel-2 family. such as Bad and Bax also mediate their
effects through the mitochondria, either by interacting with
Becl-2 and Bel-xl or through direct imeractions with the
mitochondrial membrane (Lio et al. 2004). Our findings
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JC-1 aggregates can displiy a specific orange-red emission
band centered at SN0 nm indicating a high membrane potential (A'Ym)
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Fig.

stimng

whereas monomers display a green emission band centered at

from western blot analysis showed that DPT up-regulated
Bax expression suggesting the involvement of the intrinsic
pathway during MCFE-7 cells apoptosis. This imvolvement is
of PARP

Indeed. the DNA repair enzyme PARP is cleaved from the

turther supported by the observed cleavage

full-length 116-kDa to the inactive 85-kDa form by caspase

3 or caspase-7 (Nicholson et al. 1995), which are known to

be involved in the intrinsic apoptotic pathway (Tong et al
2002), However, we have many reasons o speculate that

DPT effects on MCl survival don't merely buse on
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525 nm indicating low AWm. a i twmor cells under normal
h JC

control, ¢, d, ¢, [JC-T in tumor cells treated with DPT (20 M) for 12

conditions

24, 36, and 48 h, respectively

caspase-dependent  apoptosis. First, and unlike classical

apoptosis, we found that DPT treatment didn’t cause cells to
cyele through Annexin + Pl-quadrant (even at lower doses

or earlier tme pomts). and second. the pan-caspase mhibitor

fatled to resttute the imtal cell viability. Such data is
suggestive of mixed cell death rather than just caspase
dependent apoptosis. Thus DPT-induced MCF-7 death

through both cuspase-dependent and caspase-independent

mechamsms such as .:|Ih‘}‘h.\‘_!\ CRLCTosIS, NeCcroplosis or

other mechanisms  following the classification of the
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Fig. 8 Efect of »-VAD-fmk on cell growth inhibition induced by
DPT. a MCF-T and b MDA-MB-231 cells were cultured in 96-well
plates for 48 hand 72 h. Then. they were either untrested or pre-treated
with -V AD-fmk (50 pM) for 4 h before treatment with DFFT (20 n M)
After 720 incubation, CCK-8 (10 pl) was added and incobation was
continsed for I=4h. The absorbance m 430 nm was measured a8 o
parameter of cell viability. Data are median £ MAD of three expeni-
ments. Kruskal=Wallis test was used 10 assess the sigmficance of the
difference in cell viability when comparing between DPT-treated
oells that were untreated and pre-trested with 2-V AD-fmk. The sym-
bols * and # indicate that P-value is significant (< 0.05) ¢ Time-
dependent effect of DPFT on apoptosis-related pene expression in
MCF-7 cells. Cells were exposed 1o DFT (20 nM) and mcubaied for
different lengths of tme. Then, expression levels of PARP, Bax, Bel2,
and f-actin in (ol cell lysates were determined by westem bl
analysis. This figure 1s representative of three independent experiments

Nomenclaure Committee on Cell Demth (Galluzzi et al.
X112).

On the other hand, our results show that DPT prevented
MDA-MB-231 cells w undergo apoptosis, This is in con-
trast with findings from other studies using 4 naral form of
DPT that is extracted from other plants such as Anthriscus
svilvestris (Jung et al. 2003) or Juniperus communis (Ben-
zina et al. 2015). In these studies, MDA-MB-231 culre
medium was different from the Leibovite's L-15 medium
that 15 recommended by the ATCC { American Type Culture

@ Springer

Collection 2015) and which was used in our study. Cell
culture media may influence not only cell viability but ulso
cell genetics (Arigony et ul. 2013). Hence. the observed
discrepancy i culture mediom may lead to differences
phenotypic traits of MDA-MB-231 cell line including the
response 1o DPT-tremiment. For this reason, we think that
MDA-MB-231 cell line which derives from a TNBC, may,
effectively. be apoplosis resistant afier exposure w0 DPT,
compared w MCE-T cell line deriving from o hormone
sensitive BC, It has been already reported that a differential
response o cytotoxic drugs can be observed in these two
cell lines. Clophosphamide, epirubicin, und 5-Auorouracil
differentially induce apoptotic, pro-apoptotic. and  anti
apoplotic proteins in BC cells lines MDA-MB-231 and
MCE-7 (Chow and Lo 2003), Additionally, many cancer
cell lines exhibit such a resistance 1o programmed cell death
after exposure o drugs or radiation although they are
undergoing permanent growth amest. Such resistance 15
compensated by accelernted cell senescence, or by another
form of cell death numed mitotic catastrophe (Roninson
et al. 2001 ). MDA-MB-231 cell line may undergo one of
these alernative fates following DPT exposure. In our
study, this resistance o apoptosis and the antiproliferative
effect were observed even with minimal doses of DPT.
which suggests that such response of MDA-MB-231 cell
line could be assoviated with conditions of mimimal cyto-
toxicity. Anticancer agents having the highest therapeutic
index {i.e., the maximal anti-tumor effect and the minimal
side effects) are the most coveted, Target-based anti-neo-
plastic therupies are an example of these agents (Stadler and
Ratain 2000), as well as agents having an effect on cellular
proliferation, but not on processes involved in survival
iMorley et al. 2007),

Conclusion

In conclusion, our data revealed that DPT  effectively
mhibited twmor cell growth alongside with  apoplotic
induction and cell death in sensitive MCF-7 cells. Under the
same conditions, some differences between cell lines in
response o DPT were apparent since DPT  selectively
inhibited proliferation of MDA-MB-231 cells in the absence
of evtotoxicity. This lack of any significant cell death m
concentruions  that have profound inhibitory effects on
proliferation and clear cyviostatic effects suggests that DPT
imeracts selectively with medistors of cell eyele events.
Cywstatic effect of DPFT on human TNBC cells withow
inducing cell death may be advantageous in treating human
tumors in their notural envionment, as it would restrict
proliferation in & manner less likely to cause eylotoxicity
and mduce death in non-tumor Lissoes.
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Taken 1wogether, these findings suggested that DPT, a
semi-synthetic compound from Dvsosma versipellis, may
acts as a potential candidate for cancer treatment and pro-
vide preliminary basis for s clinical application in the
future,
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Artiche history: Recently, biologically active compounds isolated from plants used in herbal medicine have been the
Recelved 25 May 2016 center of interest. Deoxypodophyliotaxin (DPT), structurally cosely redated to the lignan podophyllo-
Recelepd In reviand orm towcin, was found to be a potent antitumor and antiproliferative agent, in several tumor cells, in vitro,
vy ‘”;:M — However, DFT has not bicen used clinically yet because of the lack of in vivo studies. This study is the first

report demonstrating the antitumor effect of DFT on MDA-MB-231 human breast cancer xenografts in
nude mice. DPT, significandy, inhibited the growth of MDA-MB-231 xenograft [n BALBjc nude mice. The
T/C value (the value of the refative tumar volume of treatment group compared o the control group) of

Mvailable online 28 August 2016

e groups treated with 5, 10, and 20 mg/kg of intravenous DPT-HP-B-CD was 42.57%, 34.04% and 963%,
MDA-ME-231 respectively, suggesting the positive antitumor activity of DPT. In addition, the antitumor effect of DPT-
Breast cancer HP-B-CD {20 myg/kg) in human breast cancer MDA-MEB-231 xenograft was more effective than etoposide
Mude mice (VP-16) (20 mg/kg) and docetaxel (20 mg/kg). These findings suggest that this drug is a promising
VIR chemotherapy candidate against human breast carcinoma.
Dasetanel © 2006 Japanese Society of Chemotherapy and The Japanese Assoclation for Infectious Diseases.
Published by Elsevier Lid. All rights reserved.
1. Introduction podophyllotoxin, used to treat multiple cancers [4]. VP-16 (Fig. 1C),

Breast cancer (BC) is one ol the most frequent cancers in the
world |1/, and it is the commonest cancer amongst women |2].
Deoxypodophyllotaxin (DPT) (Fig. 1A) is a cyclolignan structurally
closely related to the lignin podophyllotoxin (Fig. 1B). DPT has
antitumor and anti-proliferative activity in several cancer cells. In
the in vitro studies, DPT was found to inhibit tubulin polymerization
leading to cell cycle arrest at G2/M phase and apoptosis [ 3. The
class of podophyllotoxins includes also some cytostatic agents such
as etoposide (VP-16) and teniposide, a semi-synthetic agents of

* Comesponding author. Fax: +213 33857501
** Corresponding authar.
Esnal oddresses: mayada pharmdhotmail i (M, Khaled), ghel sl oo fr
[G. Belaaloui), beiglejamg@cpuedum (Z-Z, Jiam), oor@foomailoom (X Za),
lyzhang@epu sdu on (LY, Zhang).

Tt I ko o) 1000 B Jac 20 BOTOLT

a lopoisomerase 1l inhibitor, is an alkaloid cytotoxic drug that binds
to and inhibits topoisomerase [I-DNA function and stops the cell
cycle at the late S and G2 phases [5]. VP-16 is effective for the
treatment of several tumors, including metastatic BC |G,

At the other hand, Docetaxel (Fig 1D, a semi-synthetic taxane,
is an active cytotoxic compound with potent antitumor effect
against BC |7.8). It promotes the polymerization of tubulin and the
stabilization of microtubules by preventing their disassembly [9).
Although this chemotherapeutic drug reduces the risk of cancer
recurrence and has led to improvements in survival, it is assoclated
with numerous drug-related toxicities due in part to the high doses
used to achieve the desired anti-tumor effect | 10[, Therefore, lower
doses and sequestration rates in healthy organs would improve the
effectiveness of treatments and minimize adverse effects.

The in vivo studies on DPT were limited by its insolubility in
water which made the preparation of intravenous injection
impossible. Recently, in China, researchers have succeeded in

1341-321%)0 2006 Japanese Society of Chemotherapy amd The japanese Assocation for Infiectious Diseases, Publihed by Bsevier Lid Al nghts reserved.

Page 135




ANNEXE 2 : PUBLICATIONS

W, Khaled ef al / ] Infect Chemother 22 [2006) 892696 ]

A C

H.:”DD

Hg. 1. Structuses of desypodaphyllotesin (A} podophyllotaxin (B), etoposide (VI-16) [C) and docetasel (DL

preparing DPT inclusion complex with a derivative of [-cyclodex-
trin (f-CD), sulfobutylether-fi-cyclodextrin (SBE-f-CD) and 2-
hydroxylpropyl-f-cyclodextrin (HP-§-CD) |4.11]. SBE-f-CD and
HP-fi-CD are polyanionic derivatives used in complex with various
drugs to facilitate their solubility and chemical stability after
parenteral drug administration. Approved by the Food and Drug
Administration, these derivatives are well tolerated in humans and
have no adverse effects | 12,12 . The solid inclusion complex of DPT
and f-CD increased the solubility and was tested in in vitro and
in vivo. The results revealed that this complex exhibited significant
antitumor activity against various human cancer cell lines such as
small cell lung cancer, leukemia, cervical cancer and gastric cancer
411},

A previous study has demonstrated that DPT exhibits potent
antiproliferative and antitumor effect on human BC MDA-MB-231
cell line, in vitro | 14). BC cell line MDA-MB-231 derives from a tri-
ple negative breast cancer (TNBC ), The TNBCs lack the expression of
estrogen receptors (ER), progesterone receptors (PR) and human
epidermal growth factor receptor type 2 (HER-2). They have
generally, poorer prognosis than BCs expressing these receptors.
While ER+ and PR + tumors benefit from hormone therapy and
tumaors that have amplified HER-2/Meu are treated with a mono-
clonal antibody targeting HER-2/Neu in addition to chemotherapy,
TNBC are treated with only chemotherapy | 15]. Since the in vive
antitumor efficacy of DIFT on MDA-MB-231 cell line has not been
investigated yet, the present study aims to determine, for the first
time, the in vive antitumor effect of DPT on the human BC cell line
MDA-MB-231 by evaluating tumor growth inhibition in mice, in
order to provide reference for clinical research,
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2. Materials and methods
21. Materials

21.1. Drugs and reagents

DPT, a white powder of high purity (>98%), DPT-HP--CD in-
clusion complex and HP-B-CD were obtained from the Medicinal
Chemical Institute, China Pharmaceutical University, Manjing,
China. A 10 % M stock solution of DIT was prepared in dimethyl
sulfoxide | DMSO, Sigma) and stored at - 20 °C. VP-16 and docetaxel
(solutions for injection) were purchased from Qilu Pharmaceutical
Co,, Ltd. China. 0.9% sodium chloride injection [Normal saline, NS)
was purchased from Nanjing Xiaoying Pharmaceutical Holdings
Limited, China.

212 Cell line and cell cultune

MDA-MB-231 cell line was grown in Leibovitz’s medium (L15)
{HyClone, USA), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS)
(Gibco, USA) and 1% penicillin-streptomycin {Beyotime Biotech-
nology. Chinal. As recommended by the ATCC, cullures were
incubated in a humidified incubator at 37 “C without €Oy,

213 Animals

Female BALB/c nu/nu nude mice (6—-8 weeks old, weighing
1824 g} were used to establish the MDA-MB-231 xenograft tumor
model and were purchased from Shanghai SIPPR-BK Laboratory
Animal Co., Ltd (Shanghai, China), The mice were in the laboratory
animal barrier system under specific pathogen-free conditions with
a constant temperature and humidity, All animal tests and
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experimental procedures were approved by the Ethical Committee
of China Pharmaceutical University, Nanjing, China,

22, Methods

220, Tumor xenograft inoculation

Cells for human breast tumor senograft were sourced from cell
culture, Exponentially growing MDA-MB-231 cells were harvested
and then centrifuged. The supernatant aspirated before resus-
pending the cell pellet in an appropriate volume of serum-free L-15
medium to obtain the final working concentration. The cell sus-
pension was placed in jce to ensure cell survival,

Xenograft model of BC was established by a subcutaneous in-
jection (sc.jof 3 « 10°/100 pl MDA-MB-231 cells into the right flank
region. After 7—10 days of growth, tumor tissues were cul into
1-3 mm? pieces and implanted (sc.) into the right flank region of
each mouse using a range trocar. Following ten days of growth, the
nude mice with implanted tumor were screened for tumor volume.
Tumor-bearing mice in which the tumors had reached a volume of
180280 mm’ were selected. Tumor size was evaluated by
measuring two perpendicular tumor diameters (a, length; b, width)
3 times a week with a slide caliper and the tumor valume [TV) was
calculated according to the method developed by the American
National Cancer Institute | 16} V = (3 = B7)/2.

222, Mice treatment

Tumor-bearing mice were randomized into 7 groups (n = 6),
Each group was closely matched before treatment, which began ten
days after cell ransplantation. Animals were Iintravenously injected
(iv.) (Tail-vein injection) with: (1) Control [NS), (2) HP-f-(D
{ negative control), (3) DPT-HP-B-CD inclusion complex [ containing
3.06% of DPT), (4) VP-16 and docetaxel { Positive control).

The maximum DPFT-HP-f-CD tolerated dose in nude mice was
20 mg/kg [11]. Etoposide (VP-16) and docetaxel were used at the
doseof (20 mg/ke) each, as described inour previous work |17, The
protocol of drugs and reagents administration is resumed in Table 1.

22.3. Tumor growth evaluation

The effects of DPFT-HP-f-CD on the tumor—growth curve (T/C)
were evaluated in terms of the lowest T/C value (%) during the
experiment, where T is the relative mean tumor weight of the
treated group and C the relative tumor weight of the control group
at any given time. The growth kinetic antitumor activity was
evaluated as positive when the lowest T/C was <40% and P
value < 0.05, following the guidelines of the Developmental Ther-
apeutics Program for solid tumors of the Division of Cancer Treat-
ment and Diagnosis (DCTD) in the MNational cancer institute (NCI)
[18].

The T/C (%) is calculated by the formula: T/C (%) = (Terv/
Giry) = 100% (Teyy, relative tumor volume of treatment group,
Cyry: relative tumor volume of control group), Relative tumor
volume (RTV) was assessed by dividing the tumor volume on
different observation days by the starting tumor volume.

The mice were sacrificed on day 21 after the initial treatment.
The effect of the agents on tumor growth was evaluated in terms of
the T/C value (%), The tumor growth inhibition rate is also used as a
reference test and calculated as: IR (%) = [tumaor weight of control
group — tumor weight of treatment group)/tumor weight of control
group = 100%, The IR > 60% and P < 0,05 are considered as sta-
tistically significant.

23. Staristical analysis

Results were expressed as mean + SEM. Statistically significant
differences were assessed via Mann Whitney test. a non-parametric
test. The criterion for significance was a P value < 0.05.

3. Resulis

To evaluate the anti-tumor effects of DPT on human BC in vivo,
we employed a MDA-MB-231 BC cell line xenograft tumor model,
measuring body weight, tumor volume (TV), T/C, TV and [R. The
results are presented in Table 2 and Fig. 2A — D. At the end of the
experiment, there were no deaths in all the groups.

Table 1
The protocol of drugs and reagents administration.
Mo, Groups Number of animals Route of adminstration Doses [mg/kg} Delivery volume (mif20 g} Dosage reglmen
1 N5* 12 i = a4 3 timesfwesk « 3 weeks
2 HP-p-CD ] v 4
1 DPT-HP-B-CD (5 me/kg) [ i 5 04
4 DPT-HE-BCO (10 mgfky) & I 10 04
5 DPFT-HP-B-CD (20 mglkg) 6 i 20 o4
6 VP-16 L] i 20 04
7 Docetane]| ] v 0 o4 1 timeweek « 3 weeks

* NS: Normal sline (0.9% sodium chioride ),

Table 2

Experimental éffect of DPT in MDA-MB-231 human breast cancer xenografis in mude mice model,
Growps Deses (mg/kg) Route of Number of Bady welght (g) Turnor vabume (TV, mm’]  RTV TIC(%) Tamor IRfE

administration  animals weight (g)
Beginning End 40 21 o d21

NS - i 12 12 22310 270435 198457 B467T 2561 355045106 F23+078
HP-f-CD = e & 6 12520 J884 34 194 4 51 5704 £ 2204 2932+ 3328 HI38 66D+ 074 &7
Docetaxel 20 v L] G 128 + 07 0.7+ 40" 197 +71 082 + 805" 1088+ 129" 3086 2129+ 035" G629
VIR16 0 v & & 28 £ 12 1914 18™" 193+ 60 1453 & 567" 7.73 & L21™ 2172 163 2 030™ 7745
DPT-HP--{D 5 v [ 6 13:08 69236 197 £ 63 2800 £ 556° 1506+ 1L7A" 4287 435.004° 3084
DPT-HP-f-CD 10 v & @ 225+ 14 M47+20 197 + 68 2165+ 715" 1212+ 204 3404 237 =039 6721
DPFT-HP-f-CD 20 w & G 22812 1742 1.1™ 185+ 76 595+ 128 343+ 055 063 071 001" 9005

d: day after drnug administration,
P 005 P <001, "P < 0001, vs N5 control group.

Page 137




ANNEXE 2 : PUBLICATIONS

M. Khaled et al / | Infect Chiemother 22 (2016) 892- 696 ()

After 3 weeks, body weight significantly decreased in docetaxel
(20 mgfkg). VP-16 (20 mg/kg) and DPT-HP-f-CD (20 mg/kg) by
20.7+ 40,191 = 19 and 174 + 1.1 g compared to that of untreated
group (27.0 + 3.5 g) (Fig. 2A).

Intravenous DPT-HP-f-CD at 5 and 10 mg/kg gave a TV of
2802 + 556 and 2165 + 715 mm’, respectively. In marked contrast,
mice treated with 20 mg/kg gave a TV of 596 + 128 mm°’against
B467 + 2561 mm” in the control group; whereas docetaxel and VP-
16 treated mice had a TV of 2082 + 809 and 1453 + 567 mm’,
respectively (Fig. 2B).

The in vivo growth modulation of the tumors was assessed by
determining the percentage of T/C and RTV value of growth kinetics
(Fig. 2C and D). In the groups treated with 5, 10 and 20 mg/kg of
DPT-HP-f-CD, the T/C value decreased to 42.87, 34.04and 9.63%,
respectively, after 3 weeks of DPT-HP--CD intravenous therapy, In
the groups treated with positive controls, VP-16 and docetaxel, the
TJC value were 21,72 and 30.86%, respectively.

As shown in Table 2, with the increasing doses of DPT-HP-}-CD,
the tumor weight IR of DPT-HP-B-CD treated mice gradually
increased compared to untreated mice. Thus, DPT-HP-J-CD was
found to significantly inhibit the growth of wmors in a
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concentration-dependent manner. The IR (%) of groups treated with
5 and 20 mg/kg of intravenous DPT-HP-f-CD reached 39.84 and
90.15%, respectively, compared to 7745% in VP-16 (20 mg/kg)
treated groups. Moreover, treatment with 10 mg/kg of DPT-HP-i-
CD or 20 mg/kg of docetaxel inhibits tumor growth at equal pro-
portions (67.21% and 68_29%, respectively L

The typical size and the macroscopic appearance of MDA-MB-
231 human breast tumor nodules in the treated and untreated
groups are shown in Fig. 3.

4, Discussion

Previous studies showed that DPT induces apoptosis and cell
death in human BC MDA-MB-231 cell line, in vitro | 14]. However,
in vivo studies have not been carried out yet, though they are
needed to carry out clinical trials in humans and enable the
development of new anti-cancer agents. This study is the first of its
kind to investigate the antitumor effect of DPT in MDA-MB-231
human BC xenograft in BALB/c nude mice model,

Our results showed that DPT exhibited potent inhibitory effect
in terms of the weight of the xenograft which suggests that DPFT
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Fig. 2. In-vivo elfect of DPT in MOA-MB-231 human breast cancer xenogralts in nude mice moded. After the MOA-MB-231 human breast tumoes reachied 100-140 mm” in size, DPT-
HP-{-CD treatment (5, 10 @nd 20 myg/lg) and positive controls, etoposide {20 mg/kg) and dooetasoe] (20 myyig |, were sdministered. HP-3-C0 and NS were abwo ad ministered. After
21 days of treatment, the statistical difference bepseen the control and trested gmups was determined by the Mann Whitney test. Values are the mean of relative tumor volume, {A}
Effect of imtravenons DPT-HP-H-00 on body weight in nide mice during turnor xenograft study (1 - 0.004, "*P - 0.0001 )L [B) Efect of intravenous DIT-HP-B-CD on tumor velums
In rucde mice (***P < 0001 ). (C) Efect of DPT-HP--CD on tumor growth inbibdton in MDA-MB-231 breast cancer nude mice. (D) Antitumor activity of the DPT-HP-B-CD againg the

growth of the xenograft (" < 0001, P < 0.01),
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Fig. 3. Typical €ize and macroscopic appearance of MDA-MB-231 human breast cancer
nexdules on day 21 in the control and diegs treated nude mice,

therapy can be considered to significantly affect tumor growth. We
used two positive controls: etoposide (another derivative of
podophyllotoxin) and docetaxel which are well known chemo-
therapy agents used in BC treatment. The tumor growth inhibition
TJC (%) is used to measure the antitumor effect of treatment in drug
screening tumor xenograft experiments | 19]. According toT/C (%)
value, the dose of 20 mg/kg of intravenous DPT-HP-§-CD signifi-
cantly inhibits tumor growth compared to both VP-16 and doce-
taxel administrated at the same dose. However, DFT-HP-B-(D
(20 mg/kg) slow-down mice body weight. 50, the dose of (10 mg/
kg ) seems to be the more appropriate for DPT-HP-f-CD use because
at this dose, T/C (%) value of both DPT-HP-f-CD (10 mg/kg) and
docetaxel (20 mg/kg) is indistinguishable and lead to fewer body
weight loss. Weight loss in case of DPT-HP-[-CD is mainly due to
gastrointestinal reaction after DPT intravenous injection, resulting
in reduced food intake, it is also a common side effect of cancer
chemotherapy drugs.

Consistent with the above findings and from the tumor growth
inhibition rate (IR) results, the intravenous administration of
10 mg/kg of DFT-HP-{i-CD and 20 mg/kg of docetaxel in nude mice
induce similar effect on human BC MDA-MB-231 tumor growth,
Hence, our data plainly indicated that DPT-HP-f-CD has a strong
anti-tumaor activity in vivo with a rational safety margin. Moreover,
our findings demonstrate that intravenous DPT-HP-[-CD treatment
of subcutaneously established human BC MDA-MB-231 xenograft
has a marked tumor growth inhibition since the effective dose is
<10 mg/ke.

The unique animal study that was interested in the in vivo effect
of DPT was conducted using SGC-7901 gastric cancer cells in a
xenograft model. It revealed that DPT significantly inhibited tumor
growth and decreased microvessel density [20]. Thus, our study
gives more insights to the in vivo anti-tumor efficacy of DPT but in
BC.

In conclusion, DPT is an effective treatment of human BC MDA-
MB-231 xenograft. These findings opened a new window for
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research to validate the in vive activity of DPT in animals and to
further allow its clinical use as a promising agent in the area of BC
therapy.
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Abstract

Deoxypodophyllotoxin (DPT) is a semi-synthetic compound derived from the extract of Dysosma versipellis (Hance) M.
Cheng, one of the most popular Chinese herbal medicines. The present study evaluates the in vitro and in vivo
cytotoxicity of DPT on MCF-7 and MDA-MB-231 breast cancer cell lines. Our data revealed that DPT treatment resulted
in a dose-responsive inhibition of MCF-7 and MDA-MB-231 cell growth with very low ICsy (10.91 nM and 20.02 nM,
respectively). It disrupted the cytoskeleton and induced significant cell cycle arrest at the G2/M phase in both cell lines
through the interference with cell cycle regulatory proteins: cyclin B1, cdc25¢ and CDKI1. In MCF-7 cells, cell cycle
inhibition was associated with apoptosis, which was caspase-dependent. However, in MDA-MB-231 cells, DPT is
cytostatic and significantly suppresses proliferation by cell cycle arrest at G2/M phase without apoptotic induction. DPT
was found to be a potent antitumor and antiproliferative agent, in several tumor cells, in vitro. However, DPT has not
been used clinically yet because of the lack of in vivo studies. This study is the first report demonstrating the antitumor
effect of DPT on MDA-MB-231 human breast cancer xenografts in nude mice. DPT, significantly, inhibited the growth
of MDA-MB-231 xenograft in BALB/c nude mice. The T/C value (the value of the relative tumor volume of treatment
group compared to the control group) of groups treated with 5, 10, and 20 mg/kg of intravenous DPT-HP-B-CD was
42.87%, 34.04% and 9.63%, respectively, suggesting the positive antitumor activity of DPT. In addition, the antitumor
effect of DPT-HP-B-CD (20 mg/kg) in human breast cancer MDA-MB-231 xenograft was more effective than etoposide
(VP-16) (20 mg/kg) and docetaxel (20 mg/kg). These findings suggest that this drug is a promising chemotherapy
candidate against human breast carcinoma.

Keywords: DPT; G2/M phase; cytotoxicity; DPT-B-CD; xenograft; VP-16; docetaxel.

Résumé

Désoxypodophyllotoxine (DPT) est un composé semi-synthétique dérivé de l'extrait de Dysosma versipellis (Hance) M.
Cheng, 1'une des plantes médicinales chinoises les plus populaires. La présente étude évalue la cytotoxicité in vitro et in
vivo de la DPT sur les lignées de cellules de cancer du sein MCF-7 et MDA-MB-231. Nos données ont révélé que le
traitement par la DPT a entrainé une inhibition dose-réponse de la croissance cellulaire MCF-7 et MDA-MB-231 avec
une Clj tres faible (10,91 nM et 20,02 nM, respectivement). Elle a perturbé le cytosquelette et a induit un arrét important
du cycle cellulaire a la phase G2/M dans les deux lignées cellulaires grace a l'interférence avec les protéines régulatrices
du cycle cellulaire: cycline B1, cdc25c et CDKI1. Dans les cellules MCF-7, I'inhibition du cycle cellulaire était associée a
I'apoptose, qui était caspase-dépendante. Cependant, dans les cellules MDA-MB-231, la DPT est cytostatique et
supprime de maniere significative la prolifération par arrét du cycle cellulaire a la phase G2/M sans induction
apoptotique. La DPT s'est révélée étre un agent antitumoral et antiprolifératif puissant, dans plusieurs cellules tumorales,
in vitro. Cependant, la DPT n'a pas encore été utilisé cliniquement en raison de manque d'études in vivo. Cette étude est
le premier rapport démontrant l'effet antitumoral de la DPT sur les xénogreffes de cancer du sein humain MDA-MB-231
chez des souris nudes. La DPT a inhibé, de maniere significative, la croissance de la xénogreffe MDA-MB-231 chez les
souris nudes BALB/c. La valeur T/C (la valeur du volume tumoral relatif du groupe de traitement par rapport au groupe
témoin) des groupes traités avec 5, 10 et 20 mg/kg de DPT-HP-B-CD intraveineux était de 42,87%, 34,04% et 9,63%,
respectivement, suggérant l'activité antitumorale positive de la DPT. En outre, l'effet antitumoral de la DPD-HP-3-CD
(20 mg/kg) sur la xénogreffe de cancer du sein humain MDA-MB-231, était plus efficace que I'étoposide (VP-16) (20
mg/kg) et le docétaxel (20 mg/kg). Ces résultats suggerent que ce médicament est un candidat prometteur de la
chimiothérapie contre le cancer du sein humain.

Mots-clés: DPT; phase G2/M; cytotoxicité; DPT-B-CD; xénogreffe; VP-16; docétaxel.



