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Résumé

La radiothérapie est 1’'une des thérapies primaires pour le cancer. Cependant, la
radiorésistance est le probléme majeur de cette thérapie. Dans le but d’y remédier, de
nombreuses molécules d’origine naturelle sont étudiées pour sensibiliser les cellules
cancéreuses qui développent cette radio-resistance.

Pour notre travail, nous nous intéressons a la pectine d’orange qui aprés sa modification
chimique et physique a montré un effet pro-apoptotique et radio-sensibilisateur sur les cellules
tumorales du Larynx Humain HEp-2 (HumanEpithelioma type-2, ATCC). lls sont révélés et
évalués par la technique de cytométrie en flux.

Les résultats montrent un effet délétére de I’irradiation sur les cellules cancéreuses, ainsi que
celui de la pectine modifiée, avec un effet apoptotique qui est aux environs de (30%). Par
contre le traitement concomitant n’a pas montré 1’effet radiosensibilisant escompté.

Les résultats de I’analyse du cycle cellulaire ont montré une accumulation des cellules dans la
phase G2/M dans le cas du traitement combiné (pectine+irradiation) par rapport au témoin

suggérant un arrét du cycle en phase G2.

Mots clés: Pectine d'Orange, Modification chimique et physique, Radio-

sensibilisation, Cycle cellulaire, Apoptose, cytométrie en flux, HEp-2.
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Abstract

Radiation therapy is one of the primary therapies for cancer. However, radioresistance is
the major problem with this therapy. In order to remedy this problem, many molecules of

natural origin are studied to sensitize cancer cells that develop this radio-resistance.

For our work, we are interested in orange pectin which after its chemical and physical
modification has shown a pro-apoptotic and radiosensitizing effect on Human Epithelioma
type-2 (HEp-2) Larynx tumor cells. They are revealed and evaluated by flow cytometry
technique.

The results show a deleterious effect of irradiation on cancer cells, as well as that of
modified pectin, with an apoptotic effect of about (30%). On the other hand, the concomitant

treatment did not show the expected radiosensitizing effect.

The results of the cell cycle analysis showed an accumulation of cells in the G2/M
phase in the case of the combined treatment (pectin+irradiation) compared to the control

suggesting a cycle arrest in G2 phase.

Key words: Orange pectin, Chemical and physical modification,

Radio-sensitization, Cell cycle, Apoptosis, Flow cytometry, HEp-2.
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Introduction

La pectine est un mélange complexe de polysaccharides existant dans les parois cellulaires
primaires des plantes supérieures, C’estun composé de longues molécules droites ou ramifiées
a glucides simples (Patterson, 2008).

Connue comme un ingrédient alimentaire fonctionnel de grande valeur (E440) (May et al,
1990), elle est principalement utilisée comme gélifiants, épaississant et stabilisant.(Sulieman
et al., 2013). Elle a fait 1’objet de nombreuses recherches et a attiré 1’attention particuliére des
nutritionnistes en raison de ses potentialités d’utilisation.

Certaines études ont indiqué la richesse des pectines végétales en résidus galactosides jouant
un réle thérapeutique essentiel contre divers cancers (Olano-Martin et al., 2003; Glinsky et
Raz., 2009).

En raison de sa structure complexe, la pectine peu soluble n’est pas dégradée par les cellules
humaines par conséquent, des formes modifiées de pectine dagrumes (MCP) ont été
développé (Baldwin et Shah, 1993; Pienta et al., 1995). Il a été prouvé que la MCP joue un
réle plus important dans la suppression du cancer par son effet cytotoxique et antiprolifératif
vis-a-vis des cellules cancéreuses en comparaisona la pectine native (Glinsky et Raz.,
2009,Hayashi et al., 2000).

En effet, la MCP interagit avec une protéine anti apoptotique, la galectine-3 et inhibe ainsi la
croissance tumorale et les métastases cancéreuses in vivo et in vitro en freinant I’agrégation ,
I’adhésion et I'angiogénese dans divers types de cancers, notamment la prostate, le cdlon, le
sein, le mélanome et le myélome multiple (Inohara et Raz, 1994;Hsieh et Wu, 1995;
Hayashi et al., 2000; NangiaMakker et al., 2002; Glinskii et al., 2000; Sathisha et al.,
2007; Glinsky et Raz, 2009).

Bien que l'utilisation de la pectine dans le traitement du cancer soit appréeciée, le mécanisme
d'induction de I'apoptose par la pectine n'est pas connu. Il semble que les différents
paramétres tels que la structure et la modification de la pectine par la chaleur ou le pH
affectent I'apoptose (Jackson et al., 2007)

Le traitement physique de la solution de pectine par irradiation gamma provoque la
dégradation des macromolécules en pectine de faible poids moléculaire. Kang et
al,.(2005)ont utilisé I’irradiation gamma pour la préparation de la solution de pectine et ont

¢tudié son effet antioxydant et I’inhibition de la prolifération du cancer. llsont montré que



I’irradiation gamma est un traitement physique utile pour dépolymériser la pectine (Kang et
al, 2006).

L’objectif de cette étude est la mise en évidence de 1’effet Pro-apoptotiqueet
radiosensibilisateurde la pectine modifiée sur les cellules tumorales du Larynx Humain HEp-2
(HumanEpithelioma type-2, ATCC).

En effet, nous avons utilisé la pectine extraite a partir d’écorces d’oranges. Nous avons
procédé a la modification chimique et physique de la pectine extraite dans le butd’évaluer
d’une part son effet anti-apoptotique seule, et en concomitance avec le rayonnement gamma

du cobalt 60 et d’autre part mettre en évidence son éventuel effet radio sensibilisateur.
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1. Pectine

1.1.  Généralités sur la pectine
La pectine est une classe complexe de phytopolysaccharides qui entre dans la composition des
parois cellulaires de la plupart des végétaux supérieurs. Elle se trouve principalement dans la

lamelle moyenne et la paroi primaire. (Figure 1) (Paquot et al., 2007).

lamelle
]‘moyam

paroi
pectine primaire
hémicellulose
=d membrane
smique

cellulose

Figure 1: Localisation de la pectine au niveau de la paroi cellulaire (Pérez et Mazeau, 2005).

Elle se lie également a d'autres substances chimiques telles que la cellulose, I'hnémicellulose ou
la lignine, qui sont des composants des membranes cellulaires, par des liaisons chimiques ou
physiques (Paquot et al., 2007).

D’un point de vue commercial, la plupart des pectines sont obtenues a partir d'agrumes
(oranges, citrons et pamplemousses) et de pommes (Brudieux., 2007).

D’aprés le tableau I, la quantité et la qualité de celle-ci dépend de la variété et I’origine des

fruits ou des légumes utilisés, du stade de développement et des conditions d’extraction.

Tableau I: Les différents niveaux et sources de pectines végétales (Pelt, et al 2014)

Pectines, en % de fruit frais

0,5-1,6

2,5-4,0
3,555
1,0
0.9 Teneurs voisines de 1%
Fruits riches en pectines
08-10
0,5 Teneurs comprises entre 0,5 et 1%
0 0,7 Fruits moyennement riches en
06-07 pecthes
0,3
0102 Teneurs inférieures 4 0,5 %
eneurs in esal,
0.25 - 0,45 Fruits pauvres en pectines
02-06
0,1




1.2. Domaines d’applications

La pectine est utilisée pour la préparation des confitures, des gelées, des marmelades et des
conserves, qui sont des gels tartinables (Marathe et al, 2002). Elle porte comme additif
alimentaire le numeéro de code européen : E 440 (Clément., 1978).

Elle est potentiellement utile en tant que produit pharmaceutique car elle diminue le niveau
de cholestérol dans le sérum (Cara et al., 1993), et peut éliminer les métaux lourds toxiques
(Yokoi et al., 2002). Elle entre dans la composition des anti-acides, hémostatiques ou anti-
diarrhéiques (Jourdain et al., 2005), et peut aussi étre utilisée comme adhésif dans la
chirurgie dentaire (Boonrod et al., 2006).

Le sulfate de pectine prolonge la coagulation du sang, en plus les gels de pectine peuvent étre
utilisés en tant que porteurs a émission lente de médicaments (O’Neill et al., 2001).
L’addition de fibres alimentaires réduit 'hyperglycémie et 'hyperinsulinémie post prandiale
(Chene, 2003).

L’une des caractéristiques les plus importantes des pectines comme ingrédients alimentaires
est leur capacité a stimuler la croissance des bifidobactéries intestinales. Par exemple,
I’utilisation des pectines comme source de carbone entraine une augmentation du nombre de
bifidobactéries, de Lactobacillus et d’Eubacterium rectale (Olano-Martin et al., 2002;
Manderson et al., 2005).

1.3.  Structure chimique de la pectine

La pectine est une molécule complexe trés ramifiée. C’est un polysaccharide soluble, sous
forme d’une chaine linéaire d’acide poly-galacturonique dont une grande proportion est
méthylée(Figure 2).(Smahi, 2008). Le squelette pectiqgue est principalement un
homopolymeére de l'acide galacturonique lié en 1-4 avec des groupes carboxyle méthyle
estérifiés a divers degrés (Oakenfull, 1991, Sonia et al.,2014,).

Beaucoup de groupes carboxyles sont estérifiés avec du méthanol pour former des groupes
méthoxy; ceux-ci déterminent la capacité de gélification de la pectine utilisée dans la

confiture, la marmelade, la gelée. (Martini et al., 1999).
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Figure 2: Structure chimique de la molécule de pectine (Schelleret al.,2007)
1.4.  Propriétés physico-chimiques
La pectine est caractérisée par des propriétés physiques et chimiques spécifiques :
1.4.1. Degré d’estérification
Le DM c’est le nombre de fonctions carboxyliques méthylées des motifs d’acide
galacturonique de la chaine principale en pourcentage (Levigne et al., 2002). 1l dépend de son
origine végetale, du type de tissu et de la maturité de celui-ci. A 1’état naturel, on retrouve
essentiellement de la pectine HM (Hautement méthylée) avec un DM qui varie entre 60 et
90% (Walter 1991).
Trois types de pectines sont identifiés :
- Les acides pectiques : si un degré d’estérification est inférieur a 5 % (DE<S5).
- Les « pectines hautement méthylées » (HM), correspondant a plus de 50% de
méthylation des fonctions acides,
- Les « pectines faiblement méthylées » (LM), correspondant a moins de 50%
deméthylation des fonctions acides
Le degré d’estérification des pectines a un impact sur la flexibilit¢ de la molécule : plus le
degré d’estérification est faible, plus la pectine est rigide (Axelos et Thibault, 1991; Morris
et al., 2000). Il a également un fort impact sur leurs propriétés de gélification ; les pectines
HM forment des gels en présence de sucres neutres ou en milieu acide, alors que les LM

forment des gels en présence de calcium.



1.4.2. Solubilité

La structure de la pectine la rend insoluble dans les solvants organiques et solubles dans 1’eau.
La solubilité dans I’eau dépend de la distribution des groupements méthoxyles et de la masse
molaire. Elle augmente avec la diminution du DM (Chen;2015) et de la masse molaire
(Thakur;1997)

1.4.3. Masse moléculaire

Les proprietés physiques de la pectine dépendent largement de sa masse moléculaire
(Guillotin et al., 2007). En raison de I'nétérogénéité de la plupart des échantillons et de
I'existence d'agrégats, sa détermination est un probléme difficile. Le poids moléculaire de la
pectine dépend non seulement de la méthode utilisée pour le déterminer, mais aussi du type de

matiéres premiéres utilisées et des conditions d'extraction choisies.

1.5.  Modification physico-chimique

La faible solubilité de la pectineconstitue un obstacle majeur a son application dans le
domaine médical principalement pour la prévention du cancer. Les chercheurs ont développé
de la pectine modifiée (MCP) de faible poids moléculaire, faiblement méthylée, qui augmente
la capacité de la pectine a interagir avec des molécules biologiques telles que les protéines et
les lipides (Suryakant et al., 2013).

Le Processus de modification de la pectine d'agrumes native (ONP) consiste a la décomposer
en chaines glucidiques plus courtes, non ramifiées et riches en galactose. Par rapport a la
pectine ordinaire a longue chaine, ces chaines glucidiques sont plus faciles a dissoudre dans
I'eau et plus facilement absorbées par le corps. L'unité polysaccharidique plus courte ainsi
produite, permet de se lier étroitement a la lectine liant le galactose a la surface de certains
types de cellules cancéreuses (Strumetal., 1999) (Figure 3).
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Figure 3: Les différents composants de la molécule depectine (Vincken et al., 2003)et la préparation de la
pectine modifiée (Pienta et al., 1995)



Par ailleurs, les chercheurs ont rapporté que des éléments structurels spécifiques de la pectine
d'agrumes responsables de I'apoptose cellulaire peuvent étre enrichis par traitement thermique
a 40 et 90 °C (Jackson et al., 2007), ou en utilisant un acide concentré ou dilué avec un PH
acide ou alcalin. Par consequent, la combinaison de traitements de PH et de température dans
la préparation de MCP est la meilleure combinaison pour produire des polysaccharides de
pectine avec des propriétés antiadhésives et induisant l'apoptose des cellules cancéreuses
(Figure 4)(Platt et al., 1992; Pienta et al., 1995).

Dautres traitements physiques peuvent également étre utilisés pour geénérer de la pectine
d'agrumes modifiée, comme les micro-ondes, les ultrasons et les rayonnements gamma, qui
induisent la formation de radicaux libres et catalysent la dépolymérisation des
polysaccharides. (Barreteau et al., 2006 ; Courtois, 2009).
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Figure 4: Activités anti-cancéreuses des différentes formes de pectine (Leclere et al., 2015).

D’apres les chercheurs, la pectine la plus efficace est celle qui possede un degré
d’estérification inférieur a 50%, qui est un indicateur de I’efficacité de la liaison pectine-
galectines. Une estérification a 10% signifie que dix molécules de galactose sur cent sont liées
(méthylées) et les 90 autres sont libres, donc disponibles pour se lier aux galectines et
induisent leur inhibition (Hartati et al., 2011).



2. Cancer
2.1. Généralités

Le cancer se base sur des événements qui consistent en 1’acquisition de caractéristiques
specifiques, telles qu'un stimulus permanant a la prolifération illimité, I'évasion du contréle
mitotique et de la surveillance immunitaire, la résistance a la mort cellulaire, I'immortalité
réplicative, I'activation de l'invasion et des métastases, I'angiogenese, l'instabilite génétique et
la dérégulation métabolique (Hanahan et Weinberg., 2011).

Le processus de cancérogenese est simplifié en trois phases distinctes: l'initiation, la
promotion et la progression (Gescher et al., 1998)(Figure 5).

Les cellules cancéreuses peuvent également acquérir des propriétés métastatiques.
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Figure 5: La cancérogénese (Basu, 2018) et étapes de cancérisation (Aline Mongis 2017)

2.2.  Cancer du larynx

Le larynx est un organe impair et médian, situé a la partie moyenne de la gaine viscérale du
cou et qui occupe la partie supérieure de la région infra-thyoidienne. Il participe a la
phonation, la respiration et la déglutition (Toure, M. 2019) (Figure 6).
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Figure 6: Anatomie de larynx (Charline D 2020)

Le cancer du larynx est une forme de malignité provenant du site anatomique appelé larynx

(également connu sous le nom de "boite vocale"). Il est divisé anatomiquement en trois

régions, y compris le larynx supraglottique(englobant I'épiglotte, les fausses cordes vocales,

les ventricules, les plis aryépiglottiques et les aryténoides), la glotte (englobant les vraies

cordes vocales et les commissures antérieures et postérieures) et la région subglottique(Figure

7) (Steuer, et al 2017).
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Figure 7: Vue postérieure du larynx et des cordes vocales dans différents états

(Reannecy 2017)
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Dans beaucoup de cas, on observe le développement de métastases, particulierement au

niveau des ganglions lymphatiques du cou(Mastronicola, R. 2015). En réalité, il n’existe pas

un cancer du larynx, mais plusieurs. On distingue, les cancers sous-glottiques (au-dessous des

cordes vocales) qui est tres rare, glottiques (au niveau des cordes vocales) qui représentent la

majorité d’entre eux et sur-glottiques (au-dessus des cordes vocales).

Le stade du cancer du larynx comprend la taille de la tumeur et le degré d’invasion des autres

tissus situés autour du larynx. Le systéme de stadification le plus fréquemment employé pour

le cancer du larynx est la classification TNM (Green et al., 2006), elle se rapporte a la

propagation locale et distante du cancer.Par ailleurs, le stade du cancer du larynx est

déterminé a 1’aide de la « clé » suivante (tableau I1).

Tableau I1: Différents stades (classification TNM) du cancer du Larynx (Green et al., 2006)

T : tumeur primitive
Tis Carcinome in 5'rtu-
TO Pas de signe de tumeur primitive
T1 la: Tumeurlimitée a1 corde vocale mobile
1b: Tumeur limitée aux 2 cordesvocales mobiles
T2 Diminution de mobilité de la corde vocale ou
extension au fond du ventricule
T3 Hémilarynx bloqué
T4 Tumeur étendue en dehors du larynx ou
extension cartilagineuse sur TDM
Tx Tumeurinclassable
N : adénopathies
NO Pas d'adénopathie
N1 ADP homolatérale unique = 3cm
N2Za ADP homolatérale unigque ]3-6] cm
N2b APD homolatérales multiples = 6cm
NZc ADP bilatérales ou controlatérales = 6cm
N3 ADP = 6cm
Nx M inclassable
M : metastases
MO Pas de signe de metastase adistance
M1 Meétastase adistance
Mx M inclassable
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2.3.  Epidémiologie de la pathogénie

Les cancers du larynx sont fréquents, directement liés au tabagisme chronique et souvent
associés a une consommation excessive d’alcool.

Ils touchent I’homme dans I’immense majorité des cas. L'incidence, la prévalence et la
mortalité actuelles par le cancer du larynx sont estimeées a 2,76 cas/an pour 100 000 habitants,
14,33 cas/an pour 100 000 habitants et 1,66 déces/an pour 100 000 habitants, respectivement,
soit une moyenne de 3,28 millions de DALY (espérance de vie corrigée de l'incapacité) par an.
L'incidence et la prévalence ont augmenté de 12 % et de 24 % respectivement au cours des 3
derniéres décennies, tandis que la mortalité a diminué d'environ 5%. Le fardeau
épidémiologique de cette malignité est environ 5 fois plus élevé chez les hommes et augmente
parallélement au vieillissement, atteignant son maximum apres 65 ans. Les taux d'incidence et
de mortalité sont plus élevés en Europe et plus faibles en Afrique, mais le rapport entre les
déces et I'incidence est le plus élevé en Afrique. L'incidence a diminué progressivement en
Europe au cours des 3 derniéres décennies, par contre, elle a augmenté en Asie du Sud-Est et
dans le Pacifique occidental. Le tabagisme et I'abus d'alcool contribuent a environ 90 % de la

mortalité mondiale pour le cancer laryngé. (Nocini et al.,2020).

2.4. Facteurs de risque

Plusieurs facteurs de risque ont été impliqués dans la pathogenése du cancer du larynx.

Les plus importantes sont :

- L’association de tabac et d’alcool: Cette association cause deux a trois fois plus de cancers
que I’un ou I’autre séparément ;

- L’inhalation de substances irritantes:par exemple, I’amiante ou certains produits
chimiques ;

- L’exposition a des rayonnements radioactifs.

- Une infection virale chronique: L’infection par le HPV (ou papillomavirus) est
responsable de verrues génitales. Or, il peut infecter la bouche lors de rapports sexuels

buccaux. Certaines souches de ce virus prédisposent au cancer du larynx.
2.5.  Prise en charge thérapeutique

Les soins aux patients atteints d'un cancer laryngé continuent d'évoluer et nécessitent une

approche multidisciplinaire. Des troubles morbides uniques, comme la perte de la voix
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naturelle, la respiration et la protection des voies respiratoires lors de la déglutition, sont
observés avec cette maladie et nécessitent une attention particuliére (Pointreau et al, 2016).
En fonction des besoins, la chirurgie, la radiothérapie, la chimiothérapie et les traitements au
laser sont administrés seuls ou plus souvent, en combinaison avec d’autres. Par ailleurs, la
prise en charge de ces cancers nécessite un suivi nutritionnel par une diététicienne afin de
prévenir une perte de poids trop importante, ainsi que par une logopede en cas de probléemes
de phonation et/ou de déglutition. (Tamburini et al, 2015)

2.5.1. Chirurgie

La chirurgie est généralement le premier traitement auquel les oncologues ont recours lorsque
la tumeur est localisée a un endroit précis du corps. Elle consiste a enlever la quasi- totalité
des cellules cancéreuses pour permettre de soulager les symptémes et de réduire les risques de
propagation chez le patient (Auckland, 2008;Lefferts et al., 2008).

2.5.2. Chimiothérapie

La chimiothérapie tient une place importante dans le traitement des cancers, elle utilise des
substances chimiques, qualifiées de cytotoxiques, pour tuer les cellules cancéreuses ou
bloquer leur multiplication (Huber-Habart et al., 1987). Elle est également utilisée pour
réduire la taille de la tumeur et faciliter ainsi son traitement par la chirurgie (Chabner et
Roberts, 2005).

2.5.3. Radiothérapie

La radiothérapie agit en ionisant les acides nucléiques (ADN et ARN) des cellules. Elle
s’applique a la fois sur la tumeur primitive et sur les territoires ganglionnaires (Meyer et al.,
2007). Comme la chimiothérapie et la chirurgie, la radiothérapie peut étre dangereuse en cas
de complications et les effets secondaires dépendent souvent de la zone irradiée et de la dose
appliquée.

Habituellement, la radiothérapie du cancer du larynx est associée a la chirurgie et/ou a la
chimiothérapie, mais les cellules tumorales peuvent acquérir une radiorésistance au cours de
la radiothérapie clinique basée sur la radiothérapie a dose fractionnée (Weber etal., 2005 ;
Kaup et al., 2006). De plus, 5 a 10 % des cancers du larynx de stade 1 et plus de 25 % de

stade 2 sont résistants aux radiations (Klintenberg et al., 1996; Johansen et al., 2002).
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3. Rayonnements ionisants

3.1.  Définition et caractérisation

Selon I’organisation mondiale de la sant¢ (OMS), le rayonnement ionisant est un rayonnement
avec assez d’énergie pour arracher les électrons étroitement liés de l'orbite d'un atome,
provoquant l'ionisation de ce dernier (WHO, 2020). Le rayonnement ionisant se déplace sous
forme d'ondes électromagnétiques (gamma ou X) ou de particules (neutrons, béta ou alpha).
La désintégration spontanée des atomes est appelée radioactivité et I'exces d'énergie émis est
une forme de rayonnement ionisant. Les éléments instables qui se désintegrent et émettent des

rayonnements ionisants sont appelés radionucléides (WHO, 2016).

3.2. Mécanisme d’action des rayonnements ionisantssur ’ADN
Les rayonnements ionisants peuvent endommager les cellules par action directe ou indirecte
sur I’ADN.(Figure 8).

3.2.1. Effets directs

Le rayonnement ionisant déclenche des phénomeénes d’ionisation et d’excitation des atomes et
molécules du milieu biologique qui cherchent leurs stabilités en cédant un électron, ce dernier
interagit directement avec la molécule d’ADN entrainant une cassure sur un seul ou sur les
deux brins. (Haton, 2005).

3.2.2. Effets indirects

L’eau représente plus de 80% du contenu cellulaire, son irradiation provoque une radiolyse
avec formation des molécules stables comme H,0,, H, et les radicaux libres tel que H*, OH"
et €aqueux, qui peuvent induire des dommages au niveau des bases de I’ADN, des pontages
ADN-protéines, des cassures simples (CSB) ou double-brins (CDB) (Haton, 2005).

Pontage ADN-ADN

Photon incident

Effet ____
indirect

Cassure double brin

Perte de base

Figure 8: Principe des effets directs et indirects des rayonnements ionisants(Audrey, 2014).
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3.3.  Réponse cellulaire face aux dommages radio-induits

La réponse cellulaire immédiate a ces dommages est la stimulation de la machinerie de
réparation de I'ADN et I'activation de points de contr6le du cycle cellulaire (checkpoint). Ceci
bloque de facon temporaire le cycle cellulaire lors des transitions entre les phases G1/S et/ou
G2/M afin de permettre la réparation des dommages (Turesson et al., 2003). En fonction de
I'efficacité de réparation, la cellule reprend son fonctionnement normal ou enclenche des

processus d'apoptose, de différenciation ou de sénescence (Hamdi, 2016).

3.4. Mécanisme de réparation des lésions radio-induites

Chaque type de lésions radio-induites se caractérise par la voie de réparation gu'il déclenche.
De ce fait, les cellules mettent en jeu différents systemes de réparations adaptées aux
différents types de lésions (Bencokova, 2007).La stimulation de la machinerie de réparation
de I'ADN et l'activation de points de contréle du cycle cellulaire (checkpoint).

Ceci bloque de facon temporaire le cycle cellulaire lors des transitions entre les phases G1/S
et/ou G2/M afin de permettre la réparation des dommages

En fonction de I'efficacité de réparation, la cellule reprend son fonctionnement normal ou

enclenche des processus d'apoptose, de différenciation ou de sénescence(Figure 9).
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Figure 9:Régulation des différents points de contréle (Karim, 2015)

Les CDB et CSB de I'ADN doivent étre réparées pour maintenir l'intégrité génomique et
prévenir la mort cellulaire. Deux mécanismes entrent en compétition pour la réparation des
CDB, le premier est la Recombinaison Homologue (RH) qui nécessite la présence de la
chromatide sceur (phase S/G2). Le second est la Jonction d’Extrémités Non-Homologue

(NHEJ), qui est majoritaire et permet la ligature des deux brins rompus, mais peut donner lieu
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a des erreurs ou a une mutation du géne concerné. La réparation des cassures double-brin
survient rapidement. Le pic de signalisation des dommages survient généralement autour de
30 min a 1 h post-radiation et décroit au fur et a mesure de la réparation (Kato et al., 2008;
Martin et al., 2013).

La réparation des CSB, se fait principalement par excision de base (BER) grace a 1’enzyme
Poly ADP-ribose polymérase (PARP-1), qui contribue également a la réparation des CDB par
le biais d’un mécanisme de sauvegarde NHEJ (Dumont et al., 2009).

3.5.  Mort cellulaire radio-induite

En radiobiologie, la mort d’une est définie comme perte irréversible de sa capacité a former
une colonie. Malgré 1’existence de différents mécanismes de réparation, la cellule peut
échouer dans la réparation des dommages trop importants. Aussi et afin d’éviter de graves
conséquences pour 1’organisme, la mort cellulaire peut survenir. On distingue trois types
principaux de mort cellulaire : 1’apoptose (mort programmée), la nécrose et 1’autophagie (Sia
et al., 2020).

3.6. Apoptose

L’apoptose est un processus actif et physiologique de mort cellulaire, utilisée pour éliminer
les cellules en exces, endommagées ou infectées et potentiellement dangereuses pour
I’organisme. Lors de ce phénoméne, la cellule active une série d’événements moléculaires et
biochimiques spécifiques a I’apoptose, activant le programme de sa propre mort« Suicide
cellulaire».(Rayer,. (2019) (Figure 10).
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Figurel0: Caractérisation morphologique des événements microscopiques de I'apoptose (Abou-Ghali et al, 2015).
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L’ apoptose est le processus par lequel les cellules déclenchent leur autodestruction en réponse
a un signal ou a un stress. Ce phénoméne est enclenché par le DDR (DNA
DammageResponses) (Watters, 1999). L’apoptose peut également survenir lorsque la cellule

présente des altérations au niveau de la membrane (Figurell)

Rayonnements ionisants }
| |
Dommages a Altérations

I'’ADN membranaires
CS SMases
p53 Céramides
| l J. 1
APOPTOSE

Figure 11: Voies impliquées dans l'apoptose induite par les rayonnements ionisants. (Kolesnick
et al. Oncogene (2003)
CS: CeramideSynthase; SMases: Sphingomyelinases

Selon la figure 11, les SMases sont des enzymes clés impliquées dans de nombreuses
maladies causées par le stress oxydatif, telles que I'athérosclérose, le diabéte sucré, la stéatose
hépatiqgue non alcoolique et la maladie d'Alzheimer. Les SMases hydrolysent la

sphingomyeline pour générer du céramide, un lipide pro-apoptotique bien connu.

3.7. Radiorésistance et radiosensibilite:

La radiosensibilité est la susceptibilité des cellules saines ou tumorales, tissus, organe ou
organisme a l'action nocive des rayonnements mesurée par I'étendu de la régression, la
rapidité et la durabilité de la réponse. Plus une cellule est jeune, peu différenciée, a forte
activité de reproduction, plus elle est radiosensible (Roch-Lefévre et al., 2010; Yashar,
2018). Cette variabilité a été constatée pour tout groupe de patients recevant le méme
traitement, certains présentent une résistance alors que d'autres présentent des réactions plus

séveres.
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3.7.1. Facteurs de radiosensibilité des tumeurs humaines

Une tumeur est considérée comme peu sensible aux rayonnements ionisants, s'il survient une
récidive dans le volume irradié aprés régression de la tumeur ou lorsque l'irradiation n’a
aucun effet sur celle-ci. Les facteurs determinants la radiosensibilité peuvent étre divisés en
trois sous-groupes qui restent étroitement liés lors d'un traitement de radiothérapie (Bourgier
etal., (2021):

- Déterminants cliniques: définit la morphologie des cellules, des tissus, d'organe, leur
taille, I'extension tumorale, I'état général de I'hbte, I'age et le sexe.

- Les déterminants thérapeutiques: concernent le temps d'étalement de la tumeur, le
volume traité, la dose totale et la thérapie associée.

- Les déterminants biologiques:correspondent au nombre de cellules clonogéniques
(plus la tumeur contient de cellules clonogéniques et moins elle est radio curable). L’effet
oxygene (le manque d'oxygene) est un facteur témoin de la diminution de la radiosensibilité.
Une tumeur est d'autant moins radio curable qu'elle contient plus de cellules hypoxiques)
(Nordsmark, 2005). Le degré de la prolifération cellulaire (Kim, 2005), La radiosensibilité
intrinséqueintroduit par (Fertil et Malaise, 1985), est la mise en place de mécanismes
moléculaires qui permettent a la cellule de résister aux rayonnements (Milia, 2005). Le
concept de radiosensibilité intrinseque peut étre étudié par I'établissement de courbes de

survie en fonction de la dose unique délivrée (West, 1993 ; Vogin, 2011).

3.7.2. Traitement concomitant

La médecine intégrative prouve que le meilleur moyen de vaincre le cancer est de l'attaquer
sous plusieurs angles en utilisant des thérapies et des traitements anticancéreux collaboratifs.
Les composés naturels de plantes fournissent une importante source de nouveaux agents
radio-sensibilisants avec peu ou pas de toxicité, ce qui constitue une avancee dans le domaine
de la radio-oncologie.

De nombreuses molécules radio-sensibilisantes sont a [I'étude, pour augmenter la
radiosensibilité de certaines tumeurs ou éliminer leur radiorésistance, ameliorant ainsi
I'efficacité de la radiothérapie clinique. Il a été démontré que l'astaxanthineinduit l'apoptose
cellulaire et I'arrét du cycle cellulaire en phase G2/M, en inhibant I'expression des facteurs
anti-apoptotique Bcl-2, cycline B1, Cdc2 et pro-apoptotique, augmentant ainsi la

radiosensibilité¢ de 1'cesophage épidermoide du carcinome cellulaire (Qian et al., 2017). Il a
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été découvert que la pectine d'agrumes modifiée (MCP), rend les cellules PCa du cancer de la
prostate sensibles a la doxorubicine, et les cellules cancéreuses de I'ovaire au
paclitaxel(Hossein et al., 2013). Les composés végetaux naturels constituent une source
importante de nouveaux radio-sensibilisateurs, avec peu ou pas de toxicité, ce qui constitue

une percée en radio-oncologie.

4.  Action de la pectine

4.1. Galectines-3 et leur réle dans la cancérisation

Les galectines-3 sont des protéines exprimées de facon ubiquitaire dans la cellule et
surexprimees dans certains types de cancer. Au niveau de la membrane cellulaire, elles jouent
le role de ligands endogénes participant aux interactions entre les cellules et entre les cellules
avec la matrice extracellulaire (Desbéne 2014). Ces liaisons sont permises par 1’affinité

specifique de cette protéine aux R-galactosides (Figure 12).

Figure 12: Structure tertiaire de la galectine-3 (Desbéne 2014)

Dans la cancérogénése, les galectines-3 ont trois roles principaux (Fuchs 2004):

> Elles permettent aux cellules cancéreuses de se lier entre elles, formant des groupes de
cellules qui peuvent survivre dans la circulation sanguine et voyager vers d'autres sites
(Figure 13).

> Elles permettent aux cellules cancéreuses libres de se fixer sur de nouveaux sites,

formant ainsi, une nouvelle tumeur (processus de métastase).
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> Les cellules cancéreuses ont besoin de vaisseaux sanguins pour leur apporter des
nutriments. Les galectines-3 peuvent interagir avec les vaisseaux sanguins pour stimuler la
croissance de nouveaux vaisseaux (angiogenese), et ainsi augmenter les apports sanguins a la

tumeur.

NG?
'f(m‘ }?ig Cancer cells form
free T tumors by binding via

Cancer Cells galectin-3 molecules,

Figure 13: Agrégation homotypique des cellules tumorales (Fuchs 2004)

4.2.  Activités anti-cancéreuses de la pectine modifiée, par interaction avec les
galectines3

L’activité anti-cancéreuse de la pectine modifiée s’exprime par le fait de limiter les
interactions des cellules tumorales entre elles et empéchent 1’agrégation homotypique (Figure
13).La MCP, riche en résidus galactosides, semble altérer les interactions cellule-cellule, en
entrant en competition avec les ligands endogenes des "galactoside binding protéines”, plus
particulierement de la galectine-3 (Platt et Raz, 1992; Inohara et Raz, 1994). Ainsi, il a été
émis 1’hypothése que la PCM a un r6le antagoniste aux interactions intercellulaires, qui
concurrence les ligands endogenes des cellules tumorales (Platt 1992). In vivo, ces
interactions ont conduit & une réduction du nombre de métastases et du volume des tumeurs,
qui se sont développées par rapport au traitement témoin (Platt.,1992; Hayashi., 2000). Ces
résultats s’expliquent par la capacité de la PCM a former des liaisons avec les galectines-3: les
liaisons glycosidiques. Cette réaction agit principalement sur les sucres neutres présents dans

les régions ramifiées (Leclere 2013).
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Ainsi, ces interactions pectine/galectine-3, inhibent les fonctions induites par cette protéine,
telles que I'agrégation homotypique des cellules tumorales (Mahé 2019)(Figure 14).

%M
Ak / MeP

m P, 55 ;“”W

MCP binds to galectin-3
C::I(I:' ‘RI}J preventing cell interactions
'fn*

Cancer Cell Death

Figure 14: Inhibition de 1’agrégation homotypique des cellules tumorales par la PCM
(Fuchs 2004)

11 a été démontré que la PCM avait un réle dans 1’inhibition de ’angiogenése, en se liant aux
galectines-3 présentes dans la matrice et / ou sur les cellules endothéliales. Il a été constaté
une réduction de la densité des vaisseaux sanguins associés aux tumeurs et une inhibition
spécifique des liaisons cellules cancéreuses/cellules endothéliales, ce qui explique en partie

I’inhibition de l'invasion et de la métastase (Nangia-Makker.,2002)
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1. Matériel

Ce travail a eté realise au sein du laboratoire de Radiobiologie du Département des
Applications Médicales de la Division des Applications Nucléaires au niveau du Centre de

Recherche Nucléaire d’Alger (CRNA)pour une durée de 4 mois.

1.1.  Matériel biologique

Notre étude a porté sur la pectine extraite a partir des écorces d’oranges (Citrus sinensis),
acquise sur le marché local.et la lignée cellulaire qui est une lignée cancéreuse du Larynx
Humain HEp-2 (HumanEpithelioma type-2, ATCC fournie par I’institut Pasteur d’ Alger.

Ce sont des cellules adhérentes a inhibition de contact formant une monocouche.

1.2. Matériel non biologique

Toutes les expériences de culture cellulaire ont été conduites sous hotte a flux laminaire
(Poste de sécurité¢ Microbiologique de type III), avec utilisation d’un matériel stérile, des
réactifs de haute qualité analytique et des milieux spécifiques pour la culture cellulaire
(annexe 1).

Les réactifs et les milieux de cultures dépendent principalement du type cellulaire et de ses

exigences. lls sont énumérés en annexe 1.

2. Méthodes

2.1.  Extraction de la pectine d’orange

L’extraction de la pectine d'orange est réalisée par la méthode de Khule et al., (2012), en
modifiant quelques parameétres aprés leur optimisation dans un travail précédent au sein du
C.R.N.A.. Les écorces d’orange séchées sont ajoutées a une solution d’acide citrique a 40%
(poids/volume). Le mélange a été agité a 500 rpm pendant 1h dans un bain-marie a 65°C, puis
refroidi et filtré. Le filtrat est mélangé avec de 1’éthanol a 95% (vol/vol), la pectine ainsi

précipitée est filtree puis séchée a 40°C.

2.2  Modification chimique de la pectine d’orange

La modification chimique de la pectine d’orange nécessite 1’utilisation de différents pH et
températures. Un traitement alcalin entrainant une dépolymerisation du squelette
polysaccharidique et une des-estérification des régions HG, suivi d'un traitement acide qui
clive les sucres neutres (Lionel et al. , 2013). Les protocoles de modification de (Crystal et
al, 2007, Yordan et al., 2012) ont été suivis en modifiant quelques parametres.

En effet, 1g de pectine native est solubilisé dans 1L d’eau distillée stérile, le pH de la solution

est ajusté a 12 avec une solution de NaOH froid a 0.1 M. Aprés 1 heure a 4°C, le pH de la
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solution a été réajusté a 5.2 avec une solution d’acide citrique a 40%. La pectine d’orange
modifiée (POM) est ensuite précipitée par 1’éthanol a 95 % (Figure 15) puis filtrée, et séchée
dans une étuve a + 40°C.

Figure 15:Précipitation de la pectine d’orange

2.3.  Rendement de la pectine
Le rendement de la poudre de pectine aprés modification chimique (POM) est calculé a 1’aide

de la formule suivante:

Rendement de la pectine (%) = (my/m) x 100

Avec Mo (g): poids de la pectine modifiée séche

m (g): poids de la poudre de pectine

2.4.  Traitement physique par irradiation de la pectine modifiée

Afin de réduire au maximum son poids moléculaire et augmenter sa solubilité(El-Batal et al.
2012), la pectine modifiée chimiguement (POM) a subi un traitement physique. En effet, elle
est irradiée en solution par le rayonnement gamma a la dose de 25 kGy émis par une source
de Cobalt-60 de I’irradiateur de (CRNA).Cette dose a permis d'apporter les modifications
nécessaires et la stérilisation de la solution de pectine d’orange modifiée (POM). La pectine

obtenue est notée (POMI).

2.5.  Culture cellulaire de la lignée cancéreuse HEp-2

a) Décongélation des cellules adhérentes HEp-2
La décongélation des cellules cancéreuses HEp2 doit étre rapidement conduite. Les cellules
stockées dans de I’azote liquide, sont rapidement décongelées au bain marie a 37°C afin

d’¢éliminer le cryoprotecteur (DMSO).
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Les cellules sont diluées immédiatement dans environ 5 & 10 ml de milieu DMEM a 20%
SVF, puis centrifugées a 1500 rpm a + 4°C pendant 7 min. Le culot cellulaire est re-suspendu
dans 4ml de milieu pour booster le démarrage des cellules, et ensemencé dans une boite de
culture de 25cm? (T25).

Les boites sont Iégendées en indiquant le nom de la lignée, le nombre de passage et la date.
Les boites sont agitées soigneusement (mouvements de oo), puis incubées a 37°C sous
atmosphére humide a 95% d’air et 5% de CO;

La reprise des cellules est suivie le lendemain.

b) Mise en culture des HEp2
Les cellules (HEp-2) sont cultivées a 37°C dans une atmosphére saturée en humidite,
contenant 5% de CO,, dans du DMEM supplémenté de 10% de SVF et de 1% d’antibiotiques
(pénicilline 100 U/ml, streptomycine 100 mg/ml).

c) Entretien des cellules adhérentes HEp-2

Pour maintenir la culture des cellules et afin de permettre leur prolifération adéquate, il faut
procéder a des passages, c’est-a-dire les transférer dans des boites de culture plus grandes 75
cm? (T75) et 175 cm?(T175) contenant un milieu de DMEM a 10% SVF frais.

Lorsque les cellules sont confluentes, le milieu appauvri est enlevé. Le tapis cellulaire est
rincé avec un tampon phosphate salin PBS, puis une solution de trypsine est ajoutée afin de
détacher les cellules de la boite de culture. Les cellules ainsi récupérées sont inoculées dans
une boite plus grande avec du milieu frais et incubées a 37°C et 5% de CO..

Le contrdle de la viabilité, le degré de confluence et 1’absence de contamination de cette

culture se fait par une observation des boites au microscope inversé (EVOS XL)(Annexe 3).

e) Dénombrement des cellules
La détermination du nombre de cellules par unité de volume de suspension cellulaire est
réalisée aprés coloration au bleu de trypan 0.4%, afin de distinguer les cellules vivantes
claires entourées d’un halo bleu, des cellules mortes totalement colorées en bleu. Les cellules
sont ensuite comptées a ’aide de la Cellule de Malassez sous microscope a phase inverse.

Le nombre de cellules est déterminé selon la formule suivante :

Concentration cellulaire (cellules/ml) = nombre de cellules par carré x facteur de
dilution x 100 x10°
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https://fr.wikipedia.org/wiki/Cellule_de_Malassez

2.6. Effet des différents traitements sur la lignée cancéreuse de larynx HEp-2

2.6.1. Traitement des cellules

Une suspension cellulaire de HEp-2 & 5x10° cellules/ml dans du DMEM & 10% SVF est
ensemencée dans des plaques multi-puits (Boites a 06 puits) sur lesquelles sont mentionnées
les informations suivantes : la date, le nombre de passage, et le traitement subi (Figure 16).

Les boites sont incubées dans le milieu DMEM a 10% SVF pendant 24h a 37°C et 5% de
CO..

Figure 16:Préparation des plaques multi-puits des HEp2 avant la mise en contact.

Apres 24h d’incubation, les cellules en phase exponentielle subissent les différents traitements

suivants:
. Pectine modifiée (POMI) seule (a une concentration de 3mg/ml).
. Irradiation seule a 2Gy.(dose correspondante a la dose de la radiothérapie).

. Pectine modifiée (POMI) puis 1h aprés une irradiation a 2Gy pendant 10 min.
(traitement concomitant).

L'irradiation des cellules se fait par une source radioactive de Cobalt 60 a une dose de 2 Gy,

en utilisant ’irradiateur de type ELDORADO-78ACEL du CRNA illustrée sur la figure 17.

Apreés irradiation, les plaques sont replacées dans 1’incubateur pendant 24h a 37°C et 5% CO..
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Figure 17:Irradiation des cellules Hep2 par rayonnements gamma a 2Gy (irradiateur
ELDORADO-78ACEL Unité de Cobalt 60)

2.7.  Analyse par cytométrieen flux

2.7.1. Principe

La cytométrie en flux est une méthode d’analyse de cellules en suspension, véhiculées a
grande vitesse jusqu’a une chambre d’analyse traversée par des faisceaux lasers. L ’interaction
des cellules avec la lumiere permet de caractériser et classifier les cellules selon différents
criteres tels que la taille, la forme, la complexité ou la présence d’une molécule révélée par un

composé fluorescent.

2.7.2. Mode opératoire

L’utilisation de molécules fluorescentes (fluorochromes) couplées a des anticorps, protéines
ou molécules permettent la détection spécifique des composants cellulaires ou leur
intégration. Les marqueurs fluorescents absorbent 1’énergie lumineuse a une longueur d’onde
donnée et émettent a une longueur d’onde plus élevée (émission > excitation). L’émission de
fluorescence est canalisée et véhiculée par fibre optique jusqu’a une série de détecteurs
(photomultiplicateurs) placés en aval de filtres (sélection chromatique). 1l est ainsi possible
d’identifier des sous-types cellulaires en fonction de leurs propriétés physiques et leurs

caractéristiques fluorescentes, puis de les isoler et éventuellement les trier. (Figurel8).
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Figure 18:Principe de la cytométrie de flux

Aprés irradiation et traitement des cellules, les plaques sont incubées pendant 24h a 37°C et
5% CO,, le milieu des cellules traitées et/ou irradiées est récupéré dans des tubes stériles
coniques.

Deux lavages des puits sont effectués avec une solution PBS, avant de réaliser, une
trypsination en rajoutant 0,5ml de trypsine dans chaque puit. Les plaques sont incubées 3min
a 37°C puis un certain volume de solution de DMEM est rajouté et les cellules sont
récupérées. Une centrifugation est effectuée a 1500 rpm pendant 7min. Le culot récupéré, subi
deux lavages avec une solution de PBS froid en centrifugeant aprés chaque lavage. Les
cellules obtenues sont reconstituées dans une solution tampon: le BindingBuffer 1X a une

concentration de 10°cellules/ml aprés dénombrement a la cellule de Mallassez.

2.8.  Analyse de D’effet des différents traitements sur I’apoptose des cellules HEp-2
Pour I’analyse de 1’apoptose par cytométrie, en flux un kit prét a I’emploi est utilisé. Il
contient 1’iodure de propidium (IP), la fluorescein isothiocyanate-conjugatedannexin V
(Annexin V-FITC) comme marqueurs fluorescents de I’ADN et une solution tampon : le
Binding Buffer 10X.

28



L'annexine V-FITC est utilisée en cytométrie de flux pour marquer les cellules en apoptose.
Le test est basé sur I’exposition des phosphatidyl-sérines sur la face externe de la membrane
plasmique. L'annexine V-FITC se fixe sur ces phosphatidyl-sérines, permettant ainsi de
differencier les cellules apoptotiques des cellules vivantes. Cependant, lors de la nécrose, la
membrane plasmique des cellules explose en partie ; elle devient poreuse et la cellule expose
ainsi, ses phosphatidyl-sérines au milieu extérieur. Les cellules en nécrose sont donc
également marqueées par I'annexine V-FITC. On réalise alors un second marquage avec de
I'iodure de propidium (IP) qui ne fixe les cellules que lorsque la membrane plasmique est
poreuse.

Autrement dit, I'lP peut marquer les cellules en nécrose car la membrane est perméable, mais
pas les cellules apoptotiques puisque la membrane reste imperméable.

L’utilisation conjointe des deux marqueurs Annexine V et IP permet de différencier les
cellules vivantes (Annexine V et IP négatives), des cellules en apoptose précoce (Annexine V
positives, IP négatives) et des cellules en nécrose (Annexine V positives, IP positives).
[NucView™ 488 and RedDot™ 2 Apoptosis&Necrosis Kit].

La suspension cellulaire (100ul) a laquelle sont ajoutés les deux marqueurs (IP: 5ul et
Annexin V-FITC: 5ul), est incubée au noir pendant 15min. Aprés on rajoute (400ul) de

solution tampon. Trois essais ont été réalisés. L’analyse des tubes par cytométrieen flux(BD

FACSAria)est effectuée en ne dépassant pas 1h d’analyse.

Figure 19: Préparation des suspensions cellulaires pour 1’analyse de 1’apoptose par cytomeétre
de flux
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2.9.  Analyse de ’effet des différents traitements sur I’évolution du cycle cellulaire
Pour I’analyse de I’effet des différents traitements sur I’évolution du cycle cellulaire, les
cellules cancéreuses HEp-2 passent par les mémes étapes que pour 1’analyse de 1’apoptose
jusqu’au denombrement par la cellule de Malassez ensuite elles sont fixées dans un millilitre
d’éthanol glacé a 70%. La lecture au cytomeétre en flux peut se faire aprés une heure
d’incubation a -20°C ou bien les conserver au froid jusqu’a utilisation.

Pour la lecture au cytométre en flux, on procéde au marquage des cellules avec ’iodure de
propidium en présence de RNase.

Pour cela on prépare 100 ml de PBS contenant 20mg de DNase free RNase et 2 mg d’iodure
de propidium. Le culot de cellules est récupéré aprés élimination de 1’éthanol dans 800 ul de
PBS contenant I’IP et la RNase. On incube 30 minutes a température ambiante et on procede a

la lecture.
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Résultats et discussion

1 Rendement en pectine

Le rendement de la pectine d’oranges modifiée par le traitement chimique (POM) calculé et
exprimé en pourcentage a partir du poids initial de la pectine native (PN) est de 54,35%. La
poudre de la pectine modifiée chimiquement (POM) qu’on a récupéré est représentée sur la

figure 20.

Figure 20: Modification chimique de la pectine d’oranges (POM):
a) ajustement du pH, b) séchage, c) et d) pectine modifiée chimiquement (POM).

2 Culture des HEp-2

Apres décongélation, les cellules HEp-2 ont été ensemencées et un suivi de la prolifération a
été effectué par des observations microscopigues.

L’entretien des cellules cancéreuses HEp-2 a été réalisé sur une période de deux jours afin
d’arriver a la concentration désirée qui est de 5x10° cellules/ml.

Les résultats iconographiques de la culture des HEp-2 observés au microscope photonique
inversé, ont été représentés sur la figure 24. Ces photographies illustrent le développement

réussi des HEp-2 et I'effet dispersif de la trypsine pour la réalisation des passages (Figure21).

Apreés 48h d'incubation a 37°C, un développement des cellules est observé en formant un tapis
cellulaire (Figure2l). Les HEp-2 apparaissent sous forme fusiforme. Ce résultat correspond a

celui rapporté par Ross et Wilson (2007).
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a)HEp-2 dissociées par trypsination b) HEp-2 aprés 48h d’incubation

Figure 21: Hllustration des cellules HEp2 par microscope inversé (EVOS XL).

3. Etude de I’effet des différents traitements sur les cellules HEp-2

3.1. Analyse de ’apoptose par cytométrieen flux (CMF)

Nous avons évalué ’effet de la pectine d’orange modifiée chimiquement et irradi¢e (POMI a
3mg/ml), Pirradiation seule (2Greys) ainsi que I’effet combiné de la pectine modifiée +
I’irradiation (3mg/ml + 2Greys) sur les cellules de cancer du larynx HEp-2. 24 heures aprés
de différents traitements les cellules ont été récupérées. L’apoptose a été mesurée par
cytométric en flux aprés un double marquage a I’annexine V (FITC-A) et I’iodure de
propidium (IP).

Les résultats obtenus sont mentionnés dans le tableau IIl et la figure 22 (a,b,c et
d),ainsiplusieurs observations sont notées.

La figure 22, nous illustrela distribution des différentes populations des cellules apres le
double marquage FITC-A et IP, cellules vivantes FITC-A(-) et IP(-), cellules apoptotiques
précoces FITC-A(+) et IP(-)et cellules apoptotiques tardives FITC-A(+) et IP(+)et cellules en
nécrose FITC-A(-) et IP(+).
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Figure 22: Mise en évidence de I’apoptose par CMF des cellules HEp-2 par double marquageFITC-A et IP: a) témoin

cellules non traitées; b) Apreés traitement a POMI (3mg/ml); ¢) Apres traitement par irradiation a 2Gy au Cobalt 60; d)

Apres traitement combiné (POMI+IRR)
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Tableau I11: Effet de POMI et/ou Irradiation gamma a 2Gy sur les cellules HEp-2

Echantillons Témoin POMI IRR POMI+IRR
C Apoptotiques précoces (Q1) 22,9 31,6 37,3 22,4
C Apoptotiques tardives (Q4) 0,6 0,5 0,4 0,3
C nécrotiques (Q2) 0,35 0,3 0,3 0

C vivantes (Q3) 76,1 67,5 62 77,3

C apoptotiques 23,5 32,1 37,7 22,7

C mortes (Q1+Q4+Q2) 23,85 32,4 38 22,7

D’aprés le tableau 111, nous constatons un nombre moyen de cellules mortes pour tous les

traitements aux environs de 25% en général, avec néanmoins un nombre important de cellules

mortes (38%) générées par le rayonnement du Cobalt 60. La mort par nécrose est tres faible pour

tous les traitements aux environs de 0,3%. Le nombre de cellules mortes par apoptose est lui

important, il est de 37,7 % pour les cellules traitées par irradiation et de 32,1% pour celles

traitées avec la pectine seule. Le traitement combiné par contre n’a pas montré [’effet

radiosensibilsateur attendu de la pectine.

% Cellules Appoptotiques

HH

Temoin POMI

[
Irradiation
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Figure 23: Effet du POMI et/ou Irradiation Gamma a 2Gy sur les cellules HEp-2
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La représentation graphique des cellules apoptotiques en fonction des différents traitements,
(Figure23) montre 1’effet délétére de I’irradiation sur les cellules cancéreuses, ainsi que celui
de la pectine modifiée.

Les dommages de la molécule d’ADN représentés par les cassures simple et surtout double
brins, enclenchent la machinerie de la mort cellulaire programmée représentée par 1’apoptose.
En effet, I’effet apoptotique de la pectine modifiée sur les cellules cancéreuses HEp-2 est bien
mis en évidenceavec 32,1% de cellules apoptotiques.

Le méme résultat est rapporté par Conti et al., en (2016) qui ont confirmé que 1’activité anti-
tumorale de la pectine ayant un faible poids moléculaire est associée a la voie
apoptotique.Fang et al., en (2018) stipule que la pectine est un antagoniste de la gelectine-3,
et induit I’inhibition de cette derniére en induisant I’entrée en apoptose des cellules
cancéreuses de la vessie. Par ailleurs, les travaux de Wang et al.,(2016)ont montré 1’effet
apoptotique d’une pectine de faible poids moléculaire, par 1’altération de I’expression de la
galectine-3 sur des cellules cancéreuses gastro-intestinal.

Par contre, I’effet additif ou bien radio sensibilisateur escompté pour le traitement combiné
n’a pas ét¢ mis en évidence dans cette expérience. Ceci est peut-étre dd aux conditions
expérimentales, en effet beaucoup de parameétres entrent en jeu, tels que le temps de mise en
contact, le nombre de cellules traitées, le débit de dose d’irradiation et 1’efficacité des produits
utilisés.

Dans une étude précédente de Abdoun-Ouallouche et al.,(2020)(travail non encore publié),
I’effet radio sensibilisateur de la pectine modifiée a été clairement mis en évidence grace a
une technique d’immunofluorescence. Il a ét¢ démontré une réduction de la capacité de
réparation des cassures double brins des cellules HEp-2, en concomitance avec le
rayonnement ionisant.

Une optimisation des conditions expérimentales est donc impérative, afin de révéler 1’effet
radio sensibilisateur de la pectine d’orange modifiée.

Dans la littérature, il a éte prouve que les substances qui amplifient les dommages causés a
I’ADN ou qui inhibent les voies de réparation des cassures doubles brins sensibilisent les
cellules tumorales a I’irradiation (Nowsheen et al., 2011; Chow et al., 2013; Conti et al.,
2018).
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3.2.  Analyse du cycle cellulaire par cytometrieen flux (CMF)
La cytométrieen flux est une méthode de choix pour I’analyse du cycle cellulaire et la mesure
de la quantité d’ADN au sein des cellules en prolifération. Elle permet en plus d’identifier la

distribution cellulaire durant les différentes phases du cycle cellulaire.

Grace a un marquage a 1l’iodure de propidium, nous avons pu mettre en évidence les
différentes phases du cycle cellulaire des cellules HEp-2, a savoir la phase G1, la phase S, la
phase G2/M avec les proportions cellulaires correspondantes a chaque phase et cela pour

chacun des traitements appliqués en plus du témoin.

Tableau VI: Effet de POMI et/ou Irradiation gamma a 2Gy sur le cycle cellulaire des cellules HEp-2

Echantillons Témoin POMI IRR POMI+IRR
Gl 38,4 0,4 22,9 17,2

S 2,9 18 9,9 7

G2/M 4.4 4,5 3,1 91

D’aprés le tableau VI, on remarque une accumulation de cellules en G2/M apres le traitement
combiné (pectine + irradiation) par rapport au témoin et aux autres traitements. Ceci plaiderait
en faveur d’un arrét du cycle en G2/M sous 1’effet du double traitement pectine /irradiation.
Ce résultat est trés encourageant, mais il doit étre confirmé par d’autres études, d’autant plus
que Fang et al. en (2018)ont obtenu le méme résultat avec de la pectine d’agrumes modifiée
(MCP: Modified Citrus Pectin) sur des cellules du cancer de la vessie (UBC cells:
UrinaryBladder Cancer cells). En effet, ces auteurs ont enregistré un arrét ducycle cellulaire
en G2/M avec une régulation a la baisse de I’expression de deux protéines clés de la
transition G2/M, notamment la cyclin B1 et la phosphorylated-Cdc2.

Huang et al en 2018 ont démontré de leur c6té, ’effet d’un composant principal de la pectine
(les oligogalacturonides OGA) sur le cycle cellulaire des cellules cancéreuses humaines de
poumons A549 par accumulations des cellules en G2/M ainsi que ’augmentation de la
fraction en sub GL1.

D’apres Wang et al. en 2016, le traitement de cellules de cancer gastrique (AGS) et de cancer
colorectal (SW-480) par une pectine d’agrumes de faible poids moléculaire (LCP), a induit
une augmentation de la population en phase G2/M et sa réduction en phase S du cycle
cellulaire de maniére dose-dépendante avec toujours la réduction a la baisse de 1’expression

de la cycline B1.
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Voici la distribution des populations cellulaires a travers les phases du cycle cellulaire apres

les différents traitements(Figure 24).
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Figure 24: Mise en évidence de la distribution des populations cellulaires a travers les

phases du cycle cellulaire apres les différents traitements
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La pectine modifiée est I’'une des substances végétales les plus étudiées, elle est depuis
longtemps reconnue pour son effet inhibiteur de la prolifération des cellules cancéreuses aussi
bien in-vitro qu’in-vivo. L’effet inhibiteur de la pectine s’exerce par I’induction de 1’apoptose
ainsi que I’arrét du cycle cellulaire comme il a été rapporté par Delphi et al en 2015 et 2016 a
propos de I’effet de la pectine de pomme in-vitro sur les cellules humaines de cancer du sein
MDA-MB-231, et in-vivo sur les cellules de cancer du sein de souris 4T1.L’¢tude de jackson
et al en 2007 a montré également 1’induction de I’apoptose par une pectine d’agrumes
modifiée sur des lignées cellulaires de cancer de prostate .

Conti et al. en 2018 ont eux aussi démontré I’effet radiosensibilisateur de la pectine
d’agrumes modifiée sur les cellules de cancer de prostate (PCa) par un arrét modéré du cycle
cellulaire en G2/M en paralléle avec le clivage du précurseur d’une protéine proapopototique,
la caspase-3 et I’augmentation de I’expression d’une protéine proapoptotique, également la
Bax. De méme Vayssade et al en 2010 ont montré 1’arrét du cycle cellulaire en G2/M pour les

melanocytes de souris B16F10 apres traitement avec la pectine Okra.
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Conclusion
Et

Perspectives



Notre travail réalisé au sein du laboratoire de Radiobiologie au niveau du Centre de
Recherche Nucléaire d'Alger (CRNA),a eu pour objectifs:

1. la mise en évidence de D’effet radio-sensibilisateurde la pectine traitée et
modifiéeen concomittance avec une dose équivalente au traitement de
radiothérapie(2Gy)sur les cellules tumorales du Larynx Humain HEp-2
(HumanEpithelioma type-2, ATCC), par une technique d’analyse:lacytométrie en
flux(CMF).

2. La détection de la mort cellulaire radio-induite par apoptose et étude de 1’évolution

du cycle cellulaireen réponse aux traitements.

La démarche expérimentale de notre étude a été concluante sur de nombreux points:

» La mise en culture des cellules cancéreuses est réalisée avec succés permettant d’avoir
le nombre de cellules nécessaires pour la réalisation des différentes expériences.

> La maitrise de la technique de cytométrie en flux(CMF)a permis la détection des
différentes populations de cellules ainsi que les phases du cycle cellulaire en réponse
aux différents traitements appliqués.

> La pectine modifiée chimiquement et irradiée CMIP a montré un effet apoptotique qui
est aux environs de (30%).

» L’effet radio-sensibilisateur de la pectine modifiée a été révelé par 1’analyse de
I’évolution du cycle cellulaire qui @ montré une accumulation des cellules cancéreuses
en G2/M ce qui plaiderait en faveur d’un arrét du cycle en phase G2

» On conclut que la pectine d’Orange telle que nous 1’avons modifiée, a révélé un
double effet apoptotique et radio_sensibilisateur sur une lignée cancéreuse
particulierement radiorésistante et pourrait donc constituer un candidat potentiel pour

de nouvelles thérapies ciblées.

En perspective et en continuité a ce travail, il serait intéressant de réaliser:
» L'étudeapprofondiedesvoiesdesignalisations dans lesquelles lapectineserait impliquée
et cela par d’autrestechniquescommelewestern—Blot...... etc.
» L’expérimentation in-vivo de I’effet antitumoralet radio-sensibilisant.
» Optimisation des conditions.
» L’étude de [I’effet radio-sensibilisateur de la pectine sur d’autres cancers

radiorésistants.
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Annexe 1

Appareillage

v

< AN NN N NN

<

NN

Irradiateur gamma au Cobalt 60

Cytomeétre de flux BD FACSAria

Balance de précision

Etuve

pHmeétre

Hotte a flux laminaire ou poste de sécurité en microbiologie type 11

Deux incubateurs a CO; et a hygrométrie réglable, thermostatés a 37°C pour le
maintien en culture

Réfrigérateur pour le rangement des milieux de culture

Congélateur de -20°C pour stockage de certains produits, en particulier les sérums et
les antibiotiques

Congélateur de -80°C pour la congélation des cellules

Bonbonne de stockage dans I’azote liquide pour la conservation des cellules a —
196°C

Autoclave pour la stérilisation du matériel de culture

Bain Marie pour le réchauffement des milieux

Microscope photonique inversé

Haemocytométre (cellule de Malassez)

Matériel de culture (Tubes falcons, Flasks T25 et Flasks T75, plaques multipuits, aid-

pipette, pipettes, verreries

Matériel

v
v
v

v
v

Milieu de culture Dulbecco’sModifiedEagle’s Medium (DMEM).

Sérum SVF(Sérum de Veau Feetal) a 10%

Antibiotiques et antifongiques : Les solutions de pénicilline G/ streptomycine a 1%, et
d’amphotéricine a 0,1%

Acides aminés: La glutamine (source de carbone) a 1%.

Enzymes: solution de trypsine a 0,25%.

Matériel non biologique

Solution tampon Binding Buffer, Solution de Na OH & 0,1M, Solution d’acide citrique a 40%,
Eau distillée, ’alcool (70°,90°¢t 100°)
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Annexe 2

Préparation des solutions

o Solution Tampon PBS: (Phosphate Bufferd Saline) Conserver a 4°C

Nacl 8¢

Kcl 0,29
NaH,PO, 1,449
KH,PO, 0,249
Eau distillée 800 ml

Ajuster le pH a 7,4 avec du HClet filtrer la solution.

o Préparation du milieu de culture DMEM 20%
Dans un flacon de 1L de DMEM ajouter :

Tryptose phosphate 100ml
Pénicilline-streptomycine 2 ml

SVF 200 ml de

o Préparation d'une solution de 250ml de NaOH 0.1 :
1. Calcul de la masse NaOH pour préparer 250 ml de 0.1N

i "\-\_,-F'
lgede NaOH . _ ;/;‘ xi:-. Fi Ficlle jauge ds
I Il 250l

—,

E:

Lo+ HeOH.. :[;:j \J

_.I'

n=(mNaOH /M NaOH) x Z (eq) / V (I)
donc mNaOH=nx M NaOH x V (I) / Z (eq)
2. La masse Molaire :
M = 23+16+1= 40 g/mole
Z=1
Alors mNaOH =0.1x40x0.25/1=1¢

o Solutions pour le double marquage
le kit d’AnnexinBinding Buffer DNA QCParticles

e Solution de fixation : Ethanol a 70%
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Annexe 3

Culture cellulaire
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Bonbonne d’azote liquide Rack avec Cryoboites Cryotube
Figure A:Le systéme de cryogénie pour la conservation des cellules dans I’azote liquide
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Figure B: Flask T 25 et T75 (ensemencement des cellules HEp2 décongelées)

Figure C: Le contrdle de la culture cellulaire par microscope inversé (EVOS XL)
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