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RÉSUMÉ 

En 2017, plus de 206 000 Canadiens ont reçu un diagnostic de cancer, dont plus de 80 000 

sont décédés. Le cancer de l'ovaire représente la cinquième cause de décès par cancer chez 

les femmes. Au cours de la dernière décennie, les thérapies existantes n'ont eu qu'un succès 

limité dans le traitement du cancer. À titre d'alternative rentable, la chimioprévention par des 

composés naturels attire de plus en plus l'attention. Les médicaments à base de plantes 

représentent déjà un large potentiel pharmaceutique, pour le traitement d'une panoplie de 

maladies chroniques humaines, y compris plusieurs cancers. Dans ce contexte, le but de notre 

étude est de caractériser les propriétés anticancéreuses de l'extrait Xanthium strumarium L. 

Ce dernier appartient à la famille Asteraceae qui est populairement consommée et utilisée en 

raison de ses multiples effets thérapeutiques. Afin d'approfondir nos connaissances 

concernant l'impact anticancéreux de l'extrait X strumarium, nous avons analysé son effet 

sur la survie et la prolifération de cellules cancéreuses ovariennes humaines connues pour 

être soit sensibles (ES-2), soit résistantes (SKOV-3) à la chimiothérapie. Afin de mieux 

caractériser l'effet cellulaire de l'extrait végétal, nous avons aussi évalué son impact sur 

l'induction de l'apoptose, le cycle cellulaire, l'organisation de l'appareil mitotique, et sur 

l'expression de certains biomarqueurs protéiques impliqués dans l'apoptose. Les résultats 

obtenus ont montré que le principal mode d'action de l'extrait de X strumarium s'exerce au 

niveau du fuseau mitotique. En effet, nous avons montré que cet extrait est capable 

d'interférer avec la dynamique des microtubules, affectant aussi la transition métaphase

anaphase, provoquant l'arrêt du cycle cellulaire et induisant l'apoptose par la catastrophe 

mitotique (mitose avortée). 

Mots clés: cancer de l'ovaire, Xanthium strumarium L., chimiorésistance, chimioprévention, 

apoptose, catastrophe mitotique, fuseau mitotique. 



CHAPITRE! 

INTRODUCTION 

1.1 Le cancer 

1.1.1 Généralités 

Le cancer est le terme général utilisé pour décrire un grand nombre de maladies qui affectent 

les fonctions de plusieurs tissus de l'organisme. L'une de ces caractéristiques est la 

prolifération rapide et dérégulée de cellules anormales ou cancéreuses capables de se 

rassembler pour former une ou plusieurs tumeurs malignes et pour proliférer dans le corps. 

Les cellules cancéreuses peuvent ainsi migrer et envahir d'autres organes situés à des sites 

distants de la tumeur primaire. Cette caractéristique est la métastase, qui est la principale 

cause de morbidité et de mortalité par cancer (Organisation mondiale de la santé, 2018). 

Le processus de cancérogenèse, qui est la transformation des cellules normales en cellules 

malignes, est un processus très complexe qm comprend une transformation 

«génétique/métabolique» (Costello & Franklin, 2012). L'initiation du cancer nécessite une 

série d'altérations génétiques telles que l'implication de mutations qui activent les oncogènes; 

de mutations qui inactivent les gènes suppresseurs de tumeurs et l'inactivation de gènes de 

stabilité, ce qui augmente ensuite les mutations d'autres gènes (Hanahan & Weinberg, 2011). 

Cette transformation oncogénétique entraîne le développement de cellules néoplasiques à 

partir de leurs cellules normales précurseures. Cependant, le développement des cellules 

néoplasiques vers les cellules malignes requiert une transformation du métabolisme cellulaire. 

Cette transformation est essentielle afin de soutenir les exigences bioénergétiques et 

synthétiques de croissance et/ou de prolifération, ainsi que les phénotypes de 

migration/invasion associés à la malignité (Costello & Franklin, 2012). 
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1.1.2 Statistiques 

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé (OMS), le cancer est une cause majeure de décès 

dans le monde à l'origine de 8,8 millions de décès en 2015, ce qui représente presque un 

décès sur 6 à l'échelle mondiale (Organisation mondiale de la santé, 2018). Elle estime aussi 

que le nombre de décès par année dû au cancer continuera à augmenter pour atteindre environ 

13,1 millions en 2030. En 2015, les causes les plus fréquentes de décès par cancer dans le 

monde étaient les cancers du poumon (avec 1,69 million de décès), du foie (avec 788 000 

décès), du colon (avec 774 000 décès), de l'estomac (avec 754 000 décès) et du sein (avec 

571 000 décès) (Organisation mondiale de la santé, 2018). 

Au Canada, le cancer constitue la principale cause de mortalité depuis 2005 selon la Société 

canadienne du cancer (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2017). Elle estime que 206 200 

nouveaux cas de cancer et 80 800 décès sont survenus au Canada en 2017. Les statistiques 

canadiennes sur le cancer en 2017 montrent que chez les hommes, la probabilité à vie de 

mourir d'un cancer est de 28 % ( environ 1 sur 3,5), tandis que chez les femmes cette 

probabilité est de 24% (environ 1 sur 4,2). Il a été rapporté également que le cancer du 

poumon est la principale cause de décès par cancer chez les deux sexes, représentant 

approximativement 26% de tous les décès par cancer chez les deux sexes combinés. La 

deuxième cause de décès par cancer chez les hommes est le cancer colorectal qui est aussi la 

troisième cause de décès par cancer chez les femmes, représentant 12% de tous les décès 

attribuables au cancer. Le cancer du sein est la deuxième cause de décès par cancer chez les 

femmes, représentant 13% du total de décès. De plus, le cancer de la prostate est la troisième 

cause de décès par cancer chez les hommes, représentant 10% du total de décès. En général, 

près du 90% des nouveaux cas de cancer au Canada surviennent chez les personnes de 50 ans 

et plus, tandis que le 96% des décès par cancer surviennent chez les personnes entre 70 et 79 

ans (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2017). 
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1.2 Généralités sur les cancers ovariens 

1.2.1 Épidémiologie 

Le cancer de l'ovaire représente la cinquième cause de décès liés au cancer chez les femmes. 

Celui-ci est considéré le plus meurtrier parmi les cancers gynécologiques au niveau mondial 

(Kurman, 2014). Au Canada, il représente aussi la principale cause de décès par tumeurs 

malignes gynécologiques, se classifiant huitième en incidence, mais cinquième en létalité, 

chez les femmes. Selon les données de la Société canadienne du cancer en 2017, 2 800 

Canadiennes ont reçu un diagnostic de cancer de l'ovaire, dont 1 800 sont décédées. 

Actuellement, il comprend environ 4, 7 % de tous les cancers féminins et le risque de cancer 

de l'ovaire chez les femmes est de 1 sur 69 et le risque de mourir à cause de cette maladie est 

de 1 sur 100. En plus, la survie relative à 5 ans (qui inclut tous les stades confondus) n'est 

que de 35% au Canada (Statistiques canadiennes sur le cancer, 2017). 

Malgré les efforts continus pour développer une chirurgie et des schémas thérapeutiques 

efficaces pour le traitement du cancer de l'ovaire, cette maladie présente encore un taux élevé 

de morbidité et de mortalité, ce qui résulte en grande partie d'un diagnostic tardif ainsi que 

d'une chimiorésistance croissante. En fait, environ 60 à 70% des patientes sont 

diagnostiquées à un stade avancé (en phase III-N), avec une maladie largement métastatique 

dans la cavité péritonéale (Argento et al., 2008; Colombo et al., 2012). Le diagnostic tardif 

est attribué au fait que le cancer de l'ovaire est souvent asymptomatique au début de la 

maladie, et à un stade ultérieur le patient présente des symptômes qui ne sont pas explicites et 

souvent confondus avec des problèmes gastro-intestinaux, tels que l'inconfort abdominal, les 

ballonnements, les gaz, les nausées et l'urgence urinaire (Goff et al., 2000; Smith et al., 2005). 

1.2.2 Facteurs de risque et de protection 

Bien que les causes initiales du cancer de l'ovaire demeurent mal connues, un certain nombre 

de facteurs peuvent accroître le risque qu'une femme en soit atteinte. Le facteur de risque le 

plus important de cancer de l'ovaire est d'origine génétique. En effet, 10% des cancers 
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ovariens surviennent chez des patientes ayant une prédisposition génétique et ils surviennent 

généralement à un âge plus précoce (Reid et al., 2017). Le risque de développer cette maladie 

avant l'âge de 50 ans est souvent lié à une mutation des gènes BRCA 1 ou 2 (pour BReast 

CAncer 1 ou 2), deux gènes suppresseurs de tumeurs associés à certains cancers du sein et de 

l'ovaire (Gloss & Samimi, 2014; Weiderpass & Tyczynski, 2015). Un autre facteur 

héréditaire est le syndrome de Lynch ( également appelé cancer colorectal héréditaire sans 

polypose). C'est une maladie peu courante, mais les femmes atteintes par ce syndrome ont un 

risque plus élevé de développer un cancer colorectal et d'autres cancers, y compris le cancer 

de l'ovaire (Bonadona et al., 2011; Lynch et al., 2009). En plus de la susceptibilité génétique, 

d'autres facteurs de risque classiquement retrouvés sont le vieillissement, l'âge à la 

ménopause, la nulliparité, les antécédents médicaux, le syndrome des ovaires polykystiques 

chez les femmes plus jeunes, les facteurs liés au mode de vie comme l'alimentation, le 

tabagisme et l'obésité (Reid et al., 2017). 

Néanmoins, il a été démontré que certains facteurs de protection tels que l'usage de 

contraceptifs oraux, la ligature des trompes, l'hystérectomie, le nombre de grossesses et 

l'allaitement sont associés à une réduction du risque d'être atteint par cette maladie (Gates et 

al., 2009; Reid et al., 2017). 

1.2.3 Classification FIGO 

La stadification est une mesure de l'étendue de la maladie cancéreuse car elle décrit ou classe 

un cancer en fonction de la quantité de cancer présente dans le corps et de son emplacement 

lors du diagnostic initial. Le stade du cancer de l'ovaire est établi lors d'une intervention 

chirurgicale visant à enlever les ovaires et la plus grande partie possible du tissu dans lequel 

le cancer s'est propagé. En cancer de l'ovaire, le système de stadification le plus utilisé est la 

classification selon les critères de la Fédération Internationale de Gynécologie et Obstétrique 

(FIGO). La dernière classification FIGO pour le cancer de l'ovaire a été publiée par Jaime 

Prat au nom du Comité de la Gynécologie oncologique (Prat & FIGO, 2014). Le Tableau 1.1 

décrit un résumé sur ces classifications. 



5 

Tableau 1.1. La stadification du cancer de l'ovaire selon la FIGO. [Adapté de Prat & FIGO 

Committee on Gynecologic Oncology, 2014] 

Stade principal Sous-classification 

1A tumeur limitée à un ovaire, capsule intacte sans 
tumeur à la surface ovarienne, absence de cellule 
maligne dans l'ascite ou le lavage péritonéal 

IB tumeur limitée aux deux ovaires, capsule intacte 
sans tumeur à la surface ovarienne, absence de cellule 

I tumeur limitée aux ovaires ou maligne dans l'ascite ou le lavage péritonéal 
aux trompes de Fallope 

IC tumeur limitée à un ou aux deux ovaire(s) avec 
l'un des éléments suivants: 

IC 1: déversement chirurgical peropératoire 
IC2: tumeur à la surface ovarienne 
IC3: cellules malignes dans l'ascite ou le lavage 

péritonéal 

II tumeur touchant un ou deux IIA extension et/ou implants sur l'utérus et/ou les 

ovaire(s) ou les trompes de trompes de Fallope et/ou les ovaires. 

Fallope avec extension pelvienne 
IIB extension à d'autres tissus pelviens ou le cancer péritonéal primaire 
intrapéritonéaux 

IIIA ganglions rétropéritonéaux positifs uniquement 
(cytologiquement ou histologiquement prouvés) 

III tumeur touchant un ou deux 
ovaire(s) ou les trompes de IIIB métastase péritonéale macroscopique au-delà du 

Fallope, ou le cancer péritonéal pelvis jusqu'à 2 cm dans sa plus grande dimension, 

primaire, avec la propagation avec ou sans métastases aux ganglions lymphatiques 

confirmée cytologiquement ou rétropéritonéaux 

histologiquement du péritoine 
extrapelvien et/ou la métastase IIIC métastase péritonéale macroscopique au-delà du 
aux ganglions lymphatiques pelvis de plus de 2 cm dans sa plus grande dimension, 
rétropéritonéaux avec ou sans métastases aux ganglions lymphatiques 

rétropéritonéaux (y compris l'extension de la tumeur 
à la capsule du foie et la rate sans atteinte 
parenchymateuse de l'un ou l'autre organe) 

IV métastase à distance excluant 
les métastases péritonéales 
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1.2.4 Classification histologique 

Le cancer de l'ovaire est une maladie hétérogène qui présente une grande diversité de 

malignités. Selon la dernière classification de l'OMS en 2014, les tumeurs cancéreuses de 

l'ovaire peuvent être classées selon le type de cellules dans lequel le cancer apparaît. Leurs 

différentes origines ont permis leur classification en 3 groupes histologiques principaux: les 

tumeurs épithéliales, les tumeurs germinales, les tumeurs des cordons sexuels et du stroma 

gonadique et autres non classifiées. Ces tumeurs proviendraient respectivement de 

l'épithélium de surface, des ovocytes et de leurs précurseurs et des différents éléments du 

stroma, incluant la granulosa et la thèque (Kurman, 2014 ). 

Parmi les tumeurs ovariennes, les carcinomes (tumeurs épithéliales malignes) sont les plus 

fréquents, représentant approximativement le 90% de toutes les tumeurs ovariennes. Elles 

sont subdivisées en fonction du type histologique du revêtement épithélial qui les compose: 

carcinomes séreux, endométrioïdes, mucineux, séro-mucineux, à cellules claires, Brenner 

malignes, et indifférenciés (McCluggage, 2011; Meinhold-Heerlein et al., 2016) (figure 1.1 ). 
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Figure 1.1 Classification histologique du cancer de l'ovaire. Classification du cancer de 

l'ovaire épithélial et prévalence des sous-types histologiques. [Adapté de Rojas et al. , 20 16] 
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1.3 Carcinome de l'ovaire 

1.3 .1 Les sous-types histopathologiques les plus communs 

1.3 .2 Les tumeurs séreuses 

Les carcinomes séreux sont les plus fréquents et représentent plus de 50% des tumeurs 

épithéliales de l'ovaire, ce qui correspond à plus de 80% de tous les cas de cancers ovariens 

(Kurman, 2014). Les cellules cancéreuses de type séreux, lorsqu'elles sont bien ou 

modérément différenciées, présentent une architecture glandulaire ou papillaire qui ressemble 

à l'épithélium de surface papillaire de la trompe de Fallope. Par ailleurs, ils sont 

traditionnellement subdivisés en deux groupes: les carcinomes séreux de bas grade et les 

carcinomes séreux de haut grade (McCluggage, 2011 ). 

Les carcinomes séreux de bas grade sont les moins fréquents (15% des carcinomes séreux et 

2% des carcinomes ovariens). Généralement, ils touchent les femmes plus jeunes que celles 

avec un carcinome séreux de haut grade (âge médian 43 ans versus 64 ans) (Kurman, 2014). • 

Ils sont diploïdes et présentent de faibles niveaux d'instabilité chromosomique. Ces 

carcinomes séreux de bas grade ont une progression lente, avec une survie médiane de 4,2 

ans et une survie à 5 ans de 40% (Malpica et al., 2004). 

Le carcinome séreux de haut grade est un néoplasme agressif qui apparaît rapidement, c'est la 

forme plus fréquente représentant 85 à 90% des carcinomes séreux et 60% de l'ensemble des 

carcinomes ovariens (Kurman, 2014). Ces types de carcinomes sont la variante plus observée 

dans les cancers héréditaires avec mutations constitutionnelles des gènes BRCA. Ils sont 

aneuploïdes et génétiquement très instables avec une fréquence élevée de mutations dans le 

gène TP53 « tumor protein 53 » (Vang et al., 2009). Habituellement, ces néoplasmes 

agressifs répondent bien au début à la chimiothérapie, mais ils ont un haut degré de récidive. 

Généralement, la survie à 5 ans pour le carcinome séreux de haut grade est de 9% avec une 

survie médiane de 1,7 (Malpica et al., 2004). 
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1.3 .3 Les tumeurs endométrioïdes 

Les tumeurs de sous-type endométrioïdes sont le deuxième type histologique le plus fréquent, 

et représentent environ 10% de tous les cancers ovariens. Les carcinomes endométrioïdes se 

développent à partir de foyers d'endométriose et ils présentent des événements moléculaires 

similaires à ceux observés dans les adénocarcinomes endométrioïdes utérins. Ceux-ci 

comprennent des mutations des gènes PTEN (gène suppresseur de tumeur localisé sur le 

chromosome 10), KRAS (gène stimulant la croissance et la prolifération tissulaire), P
caténine et l'instabilité des microsatellites, mais n'expriment pas de mutations dans le gène 

TP53 (McCluggage, 2011). De plus, le pronostic de survie globale à 5 ans du carcinome 

endométrioïde est d'environ 64,8%, ce qui est beaucoup mieux comparé à celui associé au 

carcinome séreux (Mackay et al., 2010). 

1.3 .4 Les tumeurs mucineuses 

Les carcinomes mucineux ovariens primaires sont relativement rares, représentant environ 

3% des carcinomes ovariens primaires. Cependant, ils touchent un large groupe d'âge, y 

compris parfois les enfants et les adolescentes (Kobel et al., 2010). Les carcinomes mucineux 

sont les carcinomes avec une mucosécrétion de type intestinal. En effet, la plupart des 

tumeurs mucineuses sont en réalité des métastases provenant de cancers gastro-intestinaux 

tels que le cancer du côlon ou de l'estomac (McCluggage, 2011). Par ailleurs, les tumeurs 

mucineuses ovariennes de type intestinal présentent généralement des mutations KRAS. En 

outre, il a été démontré que les zones bénignes et malignes au sein du même néoplasme 

peuvent présenter des mutations KRAS identiques, suggérant que la mutation KRAS est un 

événement précoce dans l'évolution de ces types des tumeurs (Gemignani et al., 2003). 

1.3 .5 Les tumeurs à cellules claires 

Les carcinomes à cellules claires sont généralement associés à des lésions d'endométriose et 

coexistent avec le carcinome endométrioïde dans 25% des cas. Ils sont typiquement 

composés de cellules avec un cytoplasme clair abondant, souvent avec des membranes 
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cellulaires proéminentes (DeLair et al., 2011). La plupart des carcinomes à cellules claires 

sont diagnostiqués à un stade précoce (stade I ou 11), affectant les femmes plus jeunes avec 

une moyenne de 55 ans. Leur pronostic de survie globale à 5 ans est de 60%, mais la survie 

des tumeurs de stade I est de 85% (Anglesio et al., 2011). Elles sont caractérisées par un 

faible taux de prolifération, une stabilité génétique relative, et celles-ci ne présentent pas de 

mutation du gène TP53. Le carcinome à cellules claires peut être associé au syndrome de 

Lynch ou à l'endométriose et constitue le cancer ovarien le plus courant avec des symptômes 

paranéoplasiques (thrombose ou hypercalcémie) (Chene et al., 2015). 

1.4 Traitements standards 

La prise en charge multidisciplinaire est essentielle afin d'offrir le meilleur plan de traitement 

possible aux patientes. Ce plan est basé sur les caractéristiques du cancer (type histologique), 

le stade (degré d'extension) et le grade (degré d'agressivité), ainsi que l'âge, l'état de santé 

global et les antécédents médicaux. Cependant, la base du traitement est toujours la 

combinaison de la chirurgie cytoréductrice et de la chimiothérapie. Néanmoins, même avec 

un traitement optimal, la survie médiane à 5 ans est inférieure à 50% (Homer et al., 2009) et 

dans le cas du cancer de l'ovaire avancé, elle tombe à moins de 25%. En plus, jusqu'à 70% de 

toutes les patientes diagnostiquées avec un cancer de l'ovaire rechutent avec une reprise de la 

maladie, souvent létale chez la plupart et finissent par succomber à leur maladie (Romero & 

Bast, 2012). 

1.4.1 Chirurgie 

La chirurgie demeure la pierre angulaire de la prise en charge des cancers de l'ovaire, car elle 

est souvent requise au départ pour établir le diagnostic, documenter le stade de la maladie et 

obtenir une cytoréduction optimale (Coleman et al., 2013). Le but est de réaliser à la fois la 

cytoréduction thérapeutique complète plus une classification correcte du type histologique et 

de la stadification. Celles-ci sont les deux facteurs les plus importants pour le diagnostic des 

tumeurs ovariennes, lesquelles requièrent un échantillonnage extensif qui ne peut être obtenu 

par biopsie (Coleman et al., 2013). La définition de la cytoréduction optimale a évolué au 
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cours des années. Il existe actuellement un consensus dans lequel elle a été définie comme 

une résection chirurgicale ne laissant aucun résidu macroscopique en place plutôt qu'une 

maladie résiduelle <l cm3, comme précédemment accepté (Stuart et al., 2011). Au fil des 

années, il y a eu un afflux des données qui concluaient qu'une cytoréduction complète, sans 

maladie résiduelle globale, offre les meilleurs résultats en matière de survie (Chang et al., 

2013; Fotopoulou et al., 2013). Cependant, même chez les patientes ayant une cytoréduction 

complète, le taux de récurrence est élevé (supérieur à 50%), ce qui est associé à de faibles 

taux de survie, en particulier chez les patientes atteintes de maladie péritonéale (Ozols et al., 

2003). 

1.4.2 Chimiothérapie 

À la suite d'une chirurgie de cytoréduction, la chimiothérapie sert à détruire les cellules 

tumorales résiduelles, à gérer et réduire les symptômes associés au cancer, ainsi qu'à prévenir 

un risque sérieux de récidive ou de métastase ( chimiothérapie adjuvante). Dans le cas du 

cancer épithélial avancé de l'ovaire, une combinaison des médicaments à base de platine, 

comme la carboplatine ou la cisplatine (agents alkylants classiques), et avec des médicaments 

à base de taxane (agents antimitotiques), comme du paclitaxel (Taxol) ou du docétaxel sont 

considérés comme un traitement adjuvant standard. Généralement, la chimiothérapie de 

première ligne consiste souvent en 6 cycles de Taxol/carboplatine séparés par intervalles de 

trois ou quatre semaines (Bell et al., 2006). Cependant, dans un nombre croissant de cas, une 

chimiothérapie initiale ( chimiothérapie néoadjuvante) est administrée afin de réduire la masse 

tumorale pour faciliter son enlèvement par la suite. Cette méthode est utilisée 

particulièrement chez les patientes qui ne sont pas des candidates idéales pour une 

intervention chirurgicale ou chez des patientes atteintes d'une maladie étendue dont la 

cytoréduction est peu envisageable (Vergote et al., 2010). 

La voie d'administration de la chimiothérapie pour le cancer de l'ovaire a traditionnellement 

été intraveineuse (i.v). Cependant, l'administration de chimiothérapie intrapéritonéale (i.p) est 

très utilisée dans le cas de patientes qui présentent une dissémination et une rechute quasi 

exclusivement péritonéale, même chez les patientes qui ont subi une chirurgie apparemment 
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curative et une chimiothérapie adjuvante (figure 1.2) (Coleman et al., 2013). Il a été constaté 

que certains médicaments étaient éliminés lentement de la cavité péritonéale, ce qui signifie 

qu'une concentration élevée du médicament peut être administrée par voie i.p, sans entraîner 

de surdosage systémique du médicament. Les médicaments qui sont particulièrement adaptés 

à la distribution i.p ont un poids moléculaire élevé et sont solubles dans l'eau te ls que le 

cisplatine, ce qui entraîne une clairance systémique péritonéale retardée, mais élevée, donnant 

un avantage pharmacologique pour traiter la maladie péritonéale (Fujiwara et al., 2013). Le 

cancer de l'ovaire est un cancer idéal pour ce type de traitement et les patientes qui ont reçu la 

chimiothérapie i.p ont augmenté sign ificativement la survie globale médiane (Gonzalez et al. , 

2011). 

Figure 1.2 Distribution péritonéale typique du cancer de l'ovai re primaire. [Adapté de 

Coleman et al. 2013] 
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1.5 Défis thérapeutiques 

Bien que les traitements comme la chirurgie et la chimiothérapie soient continuellement 

améliorés, plus de 90% des patientes atteintes d'un cancer de l'ovaire avancé mourront encore 

en raison de l'échec clinique de la chimiothérapie (Coukos, 2008). D'une part, la toxicité de 

ces médicaments ainsi que leurs effets secondaires indésirables peuvent limiter 

considérablement leur utilisation et, en raison de l'absence fréquente d'agents alternatifs tout 

aussi efficaces, les chances de survie des patientes peuvent être compromises (Markman, 

2007; Morgan et al., 2016). Cependant, le principal obstacle au succès du traitement du 

cancer de l'ovaire est le développement de la résistance aux médicaments, entraînant une 

survie globale de 30 à 40% sur 5 ans (Romero & Bast, 2012). En fin de compte, presque 

toutes ces femmes mourront de la maladie et la plupart mourront éventuellement d'une 

résistance à la chimiothérapie au platine. De toute évidence, il est nécessaire de progresser 

davantage dans la résolution de ce problème. 

1.6 Chimiorésistance des cancers ovariens 

Au cours de la chimiothérapie primaire, environ 70% des patientes avec cancer de l'ovaire 

répondront au platine seul ou en association avec le paclitaxel (Sandercock et al., 2002). 

Néanmoins, la plupart d'entre elles finissent par rechuter à cause d'un développement de 

pharmacorésistance, qui est généralement incurable (Agarwal & Kaye, 2003). Certaines 

patientes rechutent dans les 6 mois et il est peu probable qu'elles répondent de nouveau avec 

le même régime de traitement, et ont une courte survie en raison d'une résistance au platine 

(Davis et al., 2014). D'autres patientes ont des rechutes tardives avec une maladie sensible au 

platine et une survie nettement plus longue. À l'heure actuelle, il n'existe pas de pronostique 

efficace qui permette de connaitre à l'avance les patientes qui sont destinées à avoir une 

maladie résistante au sensible ou platine (Davis et al., 2014). 

En termes cliniques, la chimiorésistance fait référence à une maladie progressive où les 

cellules cancéreuses reprennent leur croissance malgré les traitements de chimiothérapie. 

Cette problématique survient à des doses de traitements médicamenteux associés à une 
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toxicité gérable car la plupart des agents chimiothérapeutiques ont un indice thérapeutique 

bas. Même des changements minimes dans la sensibilité des cellules tumorales chez les 

patientes peuvent les rendre cliniquement résistantes (Coukos et al., 2008). Bien que les 

mécanismes sous-:iacents de la résistance aux médicaments cliniques restent à être élucidés, 

ils sont logiquement classés dans trois grandes catégories: la pharmacocinétique, le 

microenvironnement tumoral et la spécificité des cellules cancéreuses (figure 1.3) (Agarwal 

& Kaye, 2003). L'échec du traitement pharmacocinétique repose sur l'hypothèse que les 

cellules tumorales sont exposées à des doses insuffisantes d'agents chimiothérapeutiques. Les 

données expérimentales indiquent que pour obtenir la mort maximale des cellules tumorales, 

la chimiothérapie doit être administrée à la dose maximale tolérée. En plus, des études 

rétrospectives suggèrent qu'à une dose intraveineuse plus élevée, l'émergence d'une 

population de cellules résistantes aux médicaments est retardée mais pas empêchée 

(Pedrazzoli et al., 2006). D'autre part, une concentration intratumorale insuffisante du 

médicament peut être due à de faibles biodisponibilités en raison du métabolisme des 

médicaments hépatiques, la clairance rénale et la vascularisation tumorale (Agarwal & Kaye, 

2003). 

Le microenvironnement tumoral permet l'acquisition par les cellules tumorales de diverses 

propriétés telles que la néoangiogénèse, la progression tumorale et la chimiorésistance 

(Coukos, 2008). Il a été suggéré que les interactions directes cellules-cellules, les interactions 

cellules-matrice extracellulaire ainsi que les interactions induites par des cytokines et des 

facteurs de croissance sécrétés par les cellules stromales peuvent déclencher des cascades de 

voies de signalisation induisant entre autres des signaux de survie et des signaux anti

apoptotiques aux cellules tumorales (Thibault et al., 2014). 

Les facteurs spécifiques des cellules cancéreuses font référence aux modifications génétiques, 

épigénétiques et d'expressions géniques intrinsèques et acquises somatiquement qui 

modifient les voies de réponse cellulaire conduisant à la mort cellulaire suite à l'exposition à 

des agents cytotoxiques. Il existe de nombreuses hypothèses qui suggèrent que la résistance 

aux médicaments se développe à la suite de mutations somatiques progressivement acquises 

ou à des changements épigénétiques au sein des cellules tumorales qui échappent à la mort 
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cytotoxique initiale et deviennent ainsi résistantes (Duesberg & Rasnick, 2000). D'autre part, 

étant donné que les agents cytotoxiques sont principalement efficaces contre les cell ules en 

prolifération, il est possible que les cellules quiescentes tumorales montrent un certain degré 

de résistance aux médicaments par rapport aux cellules prol iférantes (Faurobe11 et al. , 20 15). 

Pharmacokinetic 
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Figure 1.3 Mécanismes moléculaires impl iqués dans la résistance aux médicaments 

anticancéreux. La chimiorésistance peut être due à la pharmacocinétique, au 

microenvironnement tumoral ou aux problèmes spécifiques des cellules cancéreuses. Tous 

ces facteurs influencent la réponse de la chimiothérapie en affectant principalement la 

concentration intracellulaire de médicament actif, les interactions cible-médicament, le degré 

de lésion cellulaire induite, la signalisation apoptotique induite par la lésion ou la machinerie 
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effectrice apoptotique. TS genes: gènes suppresseurs de tumeur; EC matrix: matrice 

extracellulaire. [Adapté de Agarwal & Kaye, 2003]. 

En outre, les cellules tumorales peuvent amplifier certains gènes, provoquant une production 

excessive de protéines qui rendent l'agent anticancéreux en question inefficace. Par exemple, 

il a été prouvé que la régulation positive de plusieurs oncogènes tels que AKTl ou 2 « v-akt 

murine thymoma viral oncogene homolog », BAX « BCL2-associated X », BCL2 « B-cell 

CLL/lymphoma 2 », KRAS « Kirsten rat sarcoma viral oncogene homolog », NFKB 1 « 

nuclear factor of kappa light polypeptide gene enhancer in B-cells 1 » et JUN « jun proto

oncogene » sont associés à la résistance aux médicaments dans le cancer de l'ovaire (Liu et 

al., 2014b). De même, des études antérieures ont indiqué que des gènes suppresseurs de 

tumeurs (par exemple BRCAl, BRCA2, MLHl, TP53 et p21) contribuent à la résistance aux 

médicaments par une augmentation de la tolérance aux dommages à l'ADN (Yin et al., 2013). 

De plus, les cellules cancéreuses peuvent également acquérir la capacité d'expulser certains 

médicaments via les membres des protéines transporteurs ABC « ATP binding cassette ». Les 

altérations de l'afflux et de l'efflux de médicaments par des protéines de transport 

membranaire telles que la P-glycoprotéine (Pgp ), la protéine de multirésistance aux 

médicaments (MRP) et la protéine de résistance pulmonaire LRP « Lung Resistance-related 

protein » peuvent affecter leur concentration intracellulaire (Agarwal & Kaye, 2003). 

Plusieurs études ont démontré que l'expression de Pgp et MRPl étaient cliniquement 

significatives chez les patientes atteintes de cancer de l'ovaire. En plus, il a été suggéré que 

Pgp et MRPl peuvent être des facteurs prédictifs et pronostiques fiables en ce qui concerne la 

réponse thérapeutique chez les patientes atteintes de cancer de l'ovaire (Sedlakova et al., 

2015). 

1. 7 A venues thérapeutiques futures 

Étant donné que la résistance à la chimiothérapie chez les femmes atteintes d'un cancer de 

l'ovaire au stade avancé est un problème clinique majeur et que la chimiothérapie ne doit pas 

être utilisée chez elles, il faut les référer vers un autre type de traitement primaire ciblé. Les 
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nouvelles opportunités pour ces patientes incluent l'immunothérapie avec des anticorps 

antitumoraux spécifiques, et une caractérisation morphologique précise des tumeurs 

ovariennes individuelles afin d'adapter les thérapies envers ces patientes. 

1.8 Thérapies ciblées 

Les approches thérapeutiques ciblées évaluées dans les essais cliniques comprennent 

l'inhibition de l'angiogenèse par les inhibiteurs du facteur de croissance de l'endothélium 

vasculaire (VEGF). Dans ce contexte, le bevacizumab, un anticorps monoclonal anti-VEGF 

humanisé, est l'agent anti-angiogénique qui a montré l'activité la plus prometteuse dans 

plusieurs essais cliniques sur le cancer de l'ovaire récurrent (Ledermann et al., 2011 ). Selon 

Burger et al., une durée de réponse médiane de 10 mois a été rapportée chez les patientes 

atteintes d'un cancer de l'ovaire récurrent traitées par bevacizumab 15 mg/kg pendant 21 jours 

en monothérapie (Burger et al., 2007). De façon similaire, d'autres études de phase III ont 

rapporté une amélioration de la survie sans progression avec l'ajout de bevacizumab à la 

chimiothérapie dans les deux types des cancers de l'ovaire avancés et récidivants (sensibles et 

résistants au platine) (Aghajanian et al., 2012; Burger et al., 2011; Perren et al., 2011; 

Pujade-Lauraine, 2012). Un autre avantage de ce type de thérapie c'est la réduction des effets 

secondaires du bevacizumab par rapport à ceux de la chimiothérapie de type 

paclitaxel/carboplatin (Burger et al., 2011). Cependant, les défis clés présentés par la thérapie 

anti-angiogénique avec le bevacizumab comprennent la résistance secondaire développée à la 

suite du traitement ainsi qu'à l'absence de marqueurs prédictifs de l'efficacité de la thérapie 

(Jubb & Harris, 2010). 

Les inhibiteurs de poly (ADP-ribose) polymérase (PARP) constituent l'une des nouvelles 

classes d'agents ciblés les plus intéressantes pour le traitement du cancer de l'ovaire lié aux 

femmes porteuses de mutations BRCAl/2 (environ 50-60% des cancers de l'ovaire séreux 

(Hennessy et al., 2010; Weiderpass & Tyczynski, 2015). Les protéines nucléaires PARP-1 et 

-2 sont impliquées dans multiples voies de réparation de l' ADN, car leur principale action est 

l'excision de bases lors de la réparation des cassures d'ADN simple brin (Liu et al., 2014a). 

D'autre part, les cancers avec des mutations BRCAl/2 sont déficients de la voie de réparation 
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par recombinaison homologue et ne peuvent pas réparer les cassures d'ADN double brin 

induites par les composés du platine (Bhattacharyya et al., 2000). Par conséquent, dans les 

cellules déficientes en BRCAl/2, l'inhibition de l'activité enzymatique de PARP entraîne une 

accumulation des cassures d'ADN simple brin qui sont convertis à des cassures d'ADN 

double brin. Ces cassures d'ADN non réparées entraînent l'arrêt du cycle cellulaire et la mort, 

ce phénomène est appelé « létalité synthétique » puisqu'en soi le blocage d'une de ces deux 

voies est viable pour la cellule, mais la combinaison des deux ne l'est pas (Liu et al., 2014a). 

Les inhibiteurs de PARP ont produit des taux de réponse de plus de 40% dans les cancers de 

l'ovaire avec des mutations BRCAl/2 (Audeh et al., 2010). Les inhibiteurs de PARP qui ont 

été testés ou sont actuellement en cours de test chez des patientes atteints d'un cancer de 

l'ovaire dans le cadre d'une étude de phase I, II ou III comprennent l'olaparib qui était le 

premier inhibiteur de PARP testé, le véliparib, le niraparib et le rucaparib (Coleman et al., 

2015; Liu & Matulonis, 2016). 

Le traitement du cancer de l'ovaire demeure toujours un défi malgré de nombreuses avancées 

thérapeutiques. Il y a encore place pour examiner les meilleures façons d'utiliser des 

médicaments connus et les résultats des essais au cours des prochaines années augmenteront 

encore nos connaissances sur l'utilisation optimale de la chimiothérapie. De plus, les 

thérapies ciblées sont des avenues thérapeutiques plus qu'intéressantes; les agents ciblants 

sont prometteurs dans de nombreuses situations, ont une bonne efficacité initiale et ont 

généralement moins de toxicité que la chimiothérapie conventionnelle. La thérapie 

moléculaire ciblée est une façon élégante de traduire les découvertes de la biologie 

moléculaire en avancée spectaculaire. Par contre, les thérapies ciblées testées jusqu'à présent 

induisent presque toujours de la résistance secondaire chez les patientes qui répondent 

initialement au traitement (Edwards et al., 2008; Norquist et al., 2011). Dans l'état actuel des 

connaissances, les thérapies ciblées ne sont possiblement pas le traitement définitif du cancer. 

À ceci se rajoute leur coût excessif qui limite actuellement leur utilisation massive par les 

systèmes de santé. 
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1.9 Le cancer est lié à la perturbation de la division cellulaire 

1.9.1 Le cycle cellulaire 

Au cours des dernières années, une vaste littérature a illustré la pertinence de la dérégulation 

du cycle cellulaire dans le cancer humain. Les cellules tumorales accumulent des mutations 

qui résultent en une signalisation mitogène constitutive qui contribuent à la prolifération non 

programmée (Viallard et al., 2001). De plus, la plupart des tumeurs acquièrent une instabilité 

génomique qui conduit à des mutations supplémentaires ainsi qu'à de l'instabilité 

chromosomique ( des changements numériques dans les chromosomes) (Duesberg & Rasnick, 

2000). En conséquence, comprendre les détails moléculaires de la régulation du cycle 

cellulaire et les anomalies des points de contrôle dans le cancer offre un aperçu des stratégies 

thérapeutiques potentielles. 

1.9 .2 Les différentes phases du cycle cellulaire 

Le cycle cellulaire eucaryote prototypique est divisé en quatre phases: Gl, S, G2 et M (figure 

1.4). La phase Gl «gap l», c'est une phase de croissance cellulaire et de préparation à la 

réplication de l' ADN. La phase S (synthèse de l' ADN), les chromosomes se répliquent afin 

de former deux brins complémentaires identiques (chromatides sœurs). Les cellules dans la 

phase G2 «gap 2» se préparent pour entrer en mitose (M). La phase M est séparée en 4 étapes 

différentes: la prophase, la métaphase, l'anaphase et la télophase. Dans la prophase, les 

chromosomes se condensent, la membrane nucléaire se fragmente et le fuseau mitotique 

commence à se former. Pendant la métaphase, les chromosomes se placent sur le plan 

équatorial de la cellule, les centrioles se placent aux pôles cellulaires et les microtubules se 

lient aux centromères. Au cours de l'anaphase, les chromatides sœurs se séparent vers les 

pôles cellulaires. À la fin dans la télophase, les chromosomes se décondensent, et l'enveloppe 

nucléaire se reforme, cette phase se termine par la cytokinèse, qui complète le programme de 

division cellulaire avec la formation de deux cellules filles en phase G 1 séparées par une 

membrane plasmique (Harvey Lodish et al., 2008). 
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1.9.3 Le contrôle du cycle cellulaire 

La progression à travers le cycle cellulaire est régulée à des points de contrôle distincts. Les 

principaux points de contrôle sont à l'entrée dans la phase S (passage de G 1-S), dans la 

mitose (passage de G2-M) et le point de contrôle du fuseau mitotique qui contrôle la 

progression dans l'anaphase (figure 1.4). Le déroulement correct des phases successives du 

cycle cellulaire est assuré par les cyclines, les kinases dépendantes des cyclines (Cdk; « 

cyclin dependent kinase»), et les inhibiteurs Cdk « cyc/in dependant kinase inhibitor ou CKI 

» (Satyanarayana & Kaldis, 2009). Ces familles de protéines régulatrices jouent des rôles clés 

dans le contrôle de la progression du cycle cellulaire. Des défauts dans les points de contrôle 

du cycle cellulaire peuvent entraîner des mutations génétiques, des lésions chromosomiques 

et l'aneuploïdie, qui peuvent toutes contribuer à la tumorigenèse. 

61-S 
check 
point 

Figure 1.4 Les quatre phases principales du cycle cellulaire et les points de contrôle. La phase 

G 1 c' est une période de croissance cellulaire et de préparation pour la réplication de I' ADN 

où les protéines nécessaires sont synthétisées. Dans la phase de synthèse (S), s'effectue la 

réplication du matériel génétique, à la fin de cette phase chaque chromosome comporte 2 

molécules d'ADN double héli ce identiques. Dans la phase G2 les cellules se développent 

souvent également et se préparent pour entrer en mitose (M). Enfin, dans la phase M les 

chromatides sœurs sont séparées et distribuées aux cellules filles nouvellement formées. La 
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progression dans le cycle cellulaire est contrôlée à des points de contrôle distincts. Les 

principaux points de contrôle sont à l'entrée dans la phase S (point de contrôle G 1-S) et la 

mitose (point de contrôle G2-M) et le point de contrôle de l'assemblage du fuseau mitotique 

qui contrôle la progression dans l'anaphase. [Adapté de Harashima et al., 2013]. 

1.9 .4 Les complexes Cyclines-CDK et leurs régulateurs 

Les complexes Cyclines-Cdk sont des complexes enzymatiques dimériques, constitués d'une 

sous-unité catalytique, la protéine kinase cycline-dépendante (Cdk) et d'une sous-unité 

régulatrice, la cycline, nécessaire pour l'activation de Cdk (Lim & Kaldis, 2013). Le nombre 

de Cdk et de cyclines a considérablement augmenté au cours de l'évolution. À ce jour, il y a 

21 gènes codants pour Cdks et 29 gènes codants pour des cyclines dans le génome humain 

(Malumbres et al., 2009). Parmi ceux-ci, les cyclines de type A, B, D, E ainsi que les Cdkl, 

2, 4 et 6 ont été identifiées comme les principaux régulateurs du cycle cellulaire. 

L'expression des Cdks reste relativement constante tout au long du cycle cellulaire alors que 

les cyclines sont synthétisées et dégradées de manière cyclique selon les différentes phases du 

cycle (Sanchez & Dynlacht, 2005). Selon le modèle de cycle cellulaire classique (figure 1.5), 

en phase Gl précoce, les signaux mitogéniques sont d'abord détectés et intégrés par 

l'expression des cyclines de type D (Dl, D2 et D3) qui se lient préférentiellement à Cdk4 et 

Cdk6 pour les activer (Sherr & Roberts, 2004). À la fin de la phase Gl, Cdk2 est activé en se 

liant aux cyclines de type E (El et E2) essentielles pour conduire la transition G 1/S (Ohtsubo 

et al., 1995). La Cdk2 est ensuite activée par la cycline A2 (cycline Al dans les cellules 

germinales) pendant les derniers stades de la réplication de l' ADN pour conduire la transition 

de la phase S/G2. Enfin, Cdkl est activé par des cyclines de type A à la fin de l'interphase 

pour faciliter l'apparition de la mitose. La cycline A est exprimée tout au long des phases Set 

G2 et est requise pour la réplication de !'ADN (Geley et al., 2001). Après la dégradation de 

l'enveloppe nucléaire, les cyclines de type A sont dégradées, ce qui facilite la formation des 

complexes Cdkl-cycline B responsable de la progression à travers la phase M (Bai et al., 

2017). 
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Les inhibiteurs des Cdks ou CKI sont classés en deux familles de protéines selon leurs 

structures et leurs propriétés fonctionnelles: les familles INK4 « Inhibitors of Cdk4 » et 

CIP/KIP « Cdk Interacting Protein/Kinase Inhibitory Protein » (Lim & Kaldis, 2013). Les 

INK 4s regroupent: pl 6INK4A, p J 5INK4B, pl 8INK4c et p J 9INK4o. Ces inhibiteurs forment des 

complexes avec Cdk4-6 et inhibent leur activité kinase, interférant avec leur association aux 

cyclines de type D induisant l'arrêt du cycle cellulaire en phase G 1 (Sherr & Roberts, 1999). 

La famille CIP/KIP est composée de trois membres: p2 l CIPJ, p27KIPJ et p57K1P2. Ils s'associent 

à un spectre plus large des complexes cycline/Cdk déjà formés, inhibant leurs activités. Ces 

complexes comprennent les hétérodimères cycline A-E/Cdk2, cycline D/Cdk4-6 et cycline A

B/Cdkl. Par conséquent, ils sont capables d'inhiber la progression à chaque phase du cycle 

cellulaire (Pavletich, 1999). 

CDKl 
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Figure 1.5 Modèle classique du contrôle du cycle cellulaire. Les principaux complexes des 

cyclines/CDK (Kinases cycline-dépendantes) et leurs protéines régulatrices CKI (inhibiteurs 

de Cdk) qui contrôlent la progression des cellules dans chaque phase du cycle cellulaire. 

[Adapté de Bai et al., 2017] 
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1 .10 La mort cellulaire programmée 

La mort cellulaire programmée est un processus physiologique d'une importance clé pour le 

contrôle de l'homéostasie tissulaire, qui est le résultat d'un équilibre entre la survie et la mort 

cellulaire (Lockshin & Zakeri, 2007). À l' origine, l'apoptose a été considérée comme la seule 

forme de mort cellulaire programmée. Cependant, au cours de la dernière décennie, la mort 

cellulaire programmée s'est étendue à !'autophagie et à la nécrose programmée appelée 

nécroptose (Christofferson & Yuan, 2010). La mort cellulaire programmée, en particulier 

l'apoptose et la nécroptose sont des barrières naturelles qui empêchent les cellules malignes 

de survivre et de se disséminer. Cependant, les cellules cancéreuses développent diverses 

stratégies pour échapper à ce processus naturel en générant des mutations génétiques ou des 

modifications épigénétiques dans les modulateurs clés des voies de mort cellulaire 

programmées (Ionov et al., 2000; Wong, 2011). 

Figure 1.6 Caractéristiques morphologiques des cellules normales, apoptotiques et 

nécrotiques. (a) Représentation d' une cellule normale. (b) Cellule apoptotique avec les 

premières manifestations morphologiques caractérisées par une compaction et une 

marginalisation de la chromatine nucléaire, une convolution des membranes nucléaire et 

cytoplasmique et une condensation du cytoplasme. (c) Cellule nécrotique caractérisée par une 

dilatation des mitochondries et du réticulum endoplasmique, dilatation cytoplasmique, 

rupture des membranes et déversement du contenu cellulaire. [ Adapté de Edinger & 

Thompson, 2004] 
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L'apoptose implique habituellement des cellules individuelles dans un tissu et ne provoque 

pas l'inflammation. Les caractéristiques morphologiques de l'apoptose comprennent la 

condensation du cytoplasme, du noyau et de la chromatine, une fragmentation de l'ADN, un 

bourgeonnement de la membrane plasmique et la formation de corps apoptotiques qui sont 

digérées par les macrophages environnants (figure 1.6) (Burgess, 2013; Kerr et al., 1972). Il 

existe deux voies de signalisation apoptotiques de bases: la voie extrinsèque et intrinsèque 

(Khan et al., 2014). La voie apoptotique intrinsèque est activée par divers stimuli 

intracellulaires, y compris les dommages à l'ADN, la privation de facteurs de croissance et le 

stress oxydatif. De façon générale l'apoptose repose sur la formation d'un complexe appelé 

apoptosome, composé par le cytochrome c, le facteur activateur 1 de protéase apoptotique 

(Apaf-1) et la procaspase-9 qui activent la cascade des caspase effectrices pour effectuer la 

mort cellulaire apoptotique. Une série de membres de la famille Bcl-2, tels que Bax, Bak, 

Bcl-2 et Bcl-xL, contrôlent la libération du cytochrome c en régulant la perméabilisation de la 

membrane mitochondriale (Khan et al., 2014). La voie extrinsèque est déclenchée par des 

membres de la famille des récepteurs du facteur de nécrose tumorale (TNF), qui contiennent 

des domaines de mort dans leur région cytoplasmique. La fixation des ligands extracellulaires 

induit la formation d'un complexe de signalisation qui comprend des molécules adaptatrices 

et les procaspases-8 et -10. Ces caspases vont ensuite activer par protéolyse les procaspases 

effectrices, comme la caspase-3 et -7, déclenchent une cascade amplificatrice qui conduit à 

l'apoptose (figure 1.7) (Verbrugge et al., 2010). 



(1) Drugs 
Hypoxia 

)\ 

Nucleus 

Sterold Growth factor 

DNADamage 

CCR Molecu/ar Pathways 

FasUTAAIL 
(2) ' 

SmarJ 
OIABlO 

~ 

) 
Active taspase-3, 

6, 7 

Apoptosis ../ 

25 

Figure 1.7 Schéma des votes intrinsèques et extrinsèques de l'apoptose. (1 ) La v01e 

intrinsèque est initiée par divers signaux, principalement des stimuli extracellu laires. Les 

protéines BH3 (Bim, Bid, Bad, Noxa, Puma) interagissent avec les protéines de la famille 

Bcl-2 anti-apoptotiques pour soulager leur inhibition de Bax et Bak pour les act iver. Une fois 

que Bax et Bak sont oligomérisés et activés, conduisent à la perméabil isation de la membrane 

externe mitochondriale permettant la I ibération dans le cytoplasme du cytochrome c et 

Smac/DIABLO. Le cytochrome c se combine avec une molécule adaptatrice, APAF-1 et une 

caspase initiatrice inactive, la procaspase-9 dans un complexe mu ltiprotéique appelé 

apoptosome. Smac/DIABLO inhibe les protéines inhibitrices de l'apoptose (IAPs) pour 

activer la caspase-9 qu i active alors la ca pase-3, déclenchent une cascade de caspases 

effectrices conduisant à l' apoptose. (2) La voie extrinsèque est activée par le ligand Fas ou 



26 

TRAIL, activant ensuite les caspase-8 et 1 O. Des taux élevés de caspase-8 active entraînent 

l'activation de caspases effectrices, telles que la caspase-3, 6, 7, et l'induction de l'apoptose. 

L'activation de la caspase-8 peut également entraîner le clivage de la BID en sa forme 

tronquée (tBID), qui favorise alors l'assemblage des oligomères BAK-BAX et transmet le 

signal de mort de la signalisation extrinsèque à la signalisation intrinsèque. [ Adapté de Kang 

& Reynolds, 2009] 

La nécrose a été considérée pendant longtemps comme une mort cellulaire accidentelle, non 

contrôlée et déclenchée par des stress non spécifiques et non physiologiques. Cependant, 

avec l'accumulation des études il a été montré que la nécrose peut être induite et également 

régulée de manière programmée par une voie indépendante de l'activité des caspases (Berghe 

et al., 2014). La nécroptose est caractérisée par une perte d'intégrité de la membrane 

plasmique, un gonflement des organites et des cellules et par une lyse cellulaire conséquente 

qui déclenche une forte réaction inflammatoire (figure 1.6) (Vandenabeele et al., 2010). 

Comme l'apoptose, la nécroptose implique la formation de complexes multiprotéiques qui 

entraînent la mort cellulaire. La nécroptose peut être induite par la liaison des ligands tels que 

TNF-a, FasL « Fas ligand» et TRAIL « TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand» avec les 

récepteurs membranaires de mort TNFR-1 ou -2 « Tumor necrosis factor receptor 1/2 », le 

récepteur Fas ou TLR « Toll-like receptors », ce qui conduit à l'activation des kinases RlPKl 

et RIPK3 « Receptor interacting protein kinase » et à la formation du nécrosome (Berghe et 

al., 2010). L'une des cibles importantes de RIPK3 est la protéine MLKL « Mixed Lineage 

Kinase domain-Like protein » qui s'oligomérise et forme des pores dans les membranes 

intracellulaires et la membrane plasmique, compromettant ainsi l'intégrité membranaire et 

conduisant à la mort cellulaire (Zhang et al., 2009). Même si les événements biochimiques 

qui interviennent dans la nécroptose demeurent mal compris, de récentes études ont démontré 

que la nécroptose survient lors de l'inhibition de l'apoptose (figure 1.8) (Vandenabeele et al., 

2006). 



27 

TNF-a Fas-L 

TNFRl 

TRAOO Cytoplasm 
CYlD 

AIPl RIPl 
Oeubiquitination 

Ubiquitin / 

AIPl p 

Nucleus 1 
14@4hli 

Figure 1.8 Voies de signalisation de la nécroptose. Dans la nécroptose déclenchée par le 

TNF-a, le TNFRI est stimulé par le TNF-a induisant la formation d'un complexe constitué de 

TRADD, R!Pl , TRAF2 (ou TRAFS), clAP, qui conduit à la polyubiquitination subséquente 

de RJPI. Cette voie conduit à l'induction de gènes et à la survie des cellules. onobstant, 

RIPI peut être désubiquitinée par l'enzyme CYLD et dissociée du TNFR I pour former un 

autre complexe cytosol ique constitué de caspase-8, F AOD, RIP I et RIP3 . Dans ce complexe, 

la forme activée de la caspase-8 c l ive et supprime l'activité de RIP I et RIP3, bloquant ainsi la 

nécroptose et favorisant l'apoptose. Cependant, si le c livage de RIPI et RIP3 est bloqué par 

l' inhibition ou répression de la caspase-8, un troisième complexe est formé, appelé 

nécrosome et composé de RIP l , RIP3 et MLKL. La phosphorylation par RIP3 de MLKL 

semble permettre à MLKL de se déplacer dans la membrane et de former un ol igomère 

établissant un canal permettant la fuite cytoplasmique. TNFR (TNF receptor); TRADD 

(TNFR-associated death domain); TRAF (TNFR-associated factor) ; F AOD (Fas associated 

death domain); RIP (protein kinase); cl AP (cellular inhibitor of apoptosis proteins); CYLD 

(Cyli ndromatosis); MLKL (mixed lineage kinase domain-like protein). [Adapté de Dasgupta 

et al., 2016] 
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1.10.1 Le rôle de la nécroptose dans la thérapie anticancéreuse 

Récemment, la thérapie anticancéreuse à base de nécroptose a été proposée comme une 

nouvelle stratégie pour le traitement antitumoral. Étant donné que la nécroptose et l'apoptose 

utilisent des voies moléculaires distinctes, le déclenchement de la nécroptose pourrait être 

une stratégie alternative prometteuse pour surmonter la résistance aux agents 

chimiothérapeutiques pro-apoptotiques (Su et al., 2016). Cette hypothèse a été préalablement 

validée par des études récentes. Par exemple, la Shikonin, une naphtoquinone naturelle, a été 

rapporté pour induire la mort cellulaire nécroptotique dans les cellules cancéreuses, y compris 

les cellules cancéreuses résistantes aux médicaments et à l'apoptose avec surexpression de P

glycoprotéine, Bcl-2 ou Bcl-xL (Xuan & Hu, 2009). Le BI2536, un inhibiteur de la kinase 

mitotique Plkl « Polo-like kinase 1 », a été décrit pour initier la nécroptose dans les cellules 

cancéreuses de la prostate résistantes aux androgènes (Deeraksa et al., 2013). Il a été rapporté 

aussi que la staurosporine ainsi que ses dérivés, des inhibiteurs des protéines kinases, 

déclenchent la nécroptose dans les cellules leucémiques, lorsque l'activation de la caspase est 

inhibée (Dunai et al., 2012). D'autre part, les réponses inflammatoires induites par la 

nécroptose pourraient être bénéfiques pour la thérapie anticancéreuse. Par exemple, il a été 

récemment démontré que la nécroptose induite par l'acide polyinosinique-polycytidylique 

(poly l:C) peut soutenir l'élimination in vivo des cellules tumorales médiée par effecteurs 

immunitaires (Takemura et al., 2015). De même, il a été montré que les cellules cancéreuses 

nécrotiques libèrent !'interleukine-la (IL-la), qui active les cellules dendritiques pour 

produire l'IL-12, une cytokine critique pour les réponses antitumorales. Il est important de 

noter que la libération de l'IL-1 et l'activation des cellules dendritiques dépendaient 

strictement de l'expression de RIPK3 dans les cellules tumorales (Schmidt et al., 2015). Tous 

ces exemples illustrent clairement la nécessité de continuer à développer des agents 

anticancéreux qui induisent la nécroptose comme voie alternative pour éradiquer la 

chimiorésistance provoquée par la plupart des médicaments pro-apoptotiques. 
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1.10.2 L'apoptose : Une cible pour la thérapie anticancéreuse 

L'apoptose a été reconnue toujours comme la forme la plus importante de mort cellulaire. Ses 

voies de signalisation moléculaire sont des processus hautement régulés avec des 

changements morphologiques spécifiques qui sont bien connus (Danial & Korsmeyer, 2004). 

L'apoptose est étroitement régulée par l'équilibre entre les protéines pro- et anti-apoptotiques 

et devient dérégulée lorsque l'équilibre entre celles-ci est altéré. Dans les cancers humains, la 

surexpression des protéines anti-apoptotiques est fréquemment observée et a été liée à la 

progression tumorale, à la résistance au traitement et au mauvais pronostic (Hanahan & 

Weinberg, 2000). Par conséquent, le ciblage des protéines anti-apoptotiques dans le but de 

restaurer la réponse apoptotique a été considéré comme une stratégie thérapeutique 

prometteuse contre le cancer au cours de la dernière décennie. Plusieurs médicaments ont été 

développés pour inhiber les protéines de la famille BCL-2 anti-apoptotiques, et certains 

d'entre eux sont très prometteurs dans les essais cliniques. Deux stratégies ont été 

recommandées pour bloquer les protéines Bcl-2 et Bcl-xL, y compris l'application de Bcl-2 

antisens et l'application de petites molécules inhibitrices de la famille de protéines BCL-2. 

Par exemple, l'Oblimersen (G3139), un oligonucléotide anti-sens de 18 bases, a été le 

premier agent ciblant l'ARNm de Bcl-2 dans les essais cliniques humains de phase I à III. 

L'effet apoptotique de ce composé se produit par une augmentation de l'expression de BAX, 

libérant des mitochondries le cytochrome c pour activer les caspases effectrices et 

Smac/DIABLO pour inhiber les IAPs (Emi et al., 2005). La réduction de l'expression de Bcl-

2 par l'Oblimersen dans des études précliniques a montré une toxicité acceptable et des taux 

de réponse prometteurs dans le cancer du sein (Emi et al., 2005), de l'ovaire (Bartholomeusz 

et al., 2005), et de la prostate (Leonetti et al., 2007). En outre, la plupart des essais cliniques 

combinent les agents antisens avec des médicaments anticancéreux cytotoxiques afin de 

sensibiliser les cellules tumorales à l'apoptose (Chi et al., 2001; Morris et al., 2002). Les 

petites molécules inhibitrices des protéines BCL-2 ou BH3-mimétiques, toutes de moins de 

750 kDa, sont capables de se lier au domaine BH3 «BcL2 homology 3» sur les protéines anti

apoptotiques afin de les inhiber. Les exemples plus encouragents de ces agents comprennent 

le Gossypol, Obatoclax (GX15-070), ABT-737 et ABT-263 ou Navitoclax qui agissent sur 

différents membres de la famille BCL-2 (Kang & Reynolds, 2009; Oltersdorf et al., 2005). 
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Une autre approche thérapeutique attractive est l'activation de la protéine p53 pour induire 

l'apoptose p53-dépendante dans les tumeurs surexprimant Mdm2 « murine doble-minute 2 », 

un régulateur négatif critique de p53 qui favorise l'ubiquitination et sa dégradation (Tovar et 

al., 2006). Les exemples les plus importants de ces agents sont le groupe appelé Nutlins tels 

que le MI-219 et le MI-77301, efficaces pour bloquer les interactions MDM2-p53 (Bai & 

Wang, 2014; Shangary et al., 2008). 

De plus, des grands espoirs sont mis aussi dans le ciblage de protéines inhibitrices de 

l'apoptose (IAPs ), en particulier la survivine, surexprimée dans de nombreux cancers où elles 

contribuent aux mécanismes de résistance à l'apoptose (Bertrand et al., 2008). Actuellement, 

il y a deux approches pour inhiber les IAPs qui comprennent l'emploi de petites molécules 

antagonistes de XIAP <<X-linked mammalian inhibitor of apoptosis protein» et de la survivine 

ainsi que des molécules susceptibles de mimer l'action de Smac/DIABLO (Dubrez et al., 

2013; Fulda & Vucic, 2012). 

Malgré notre meilleure compréhension des voies intrinsèques et extrinsèques de l'apoptose au 

cours des dernières années, ainsi que les nouvelles approches de ciblage des voies 

apoptotiques qui ont été testées dans des modèles pré-cliniques et cliniques, la 

chimiorésistance est aujourd'hui un problème thérapeutique qui limite sévèrement le succès 

qu'un traitement peut avoir sur le cancer. Dans l'état actuel des connaissances, les thérapies 

ciblées ne sont donc pas le traitement définitif du cancer. À ceci se rajoute leur coût 

exorbitant, qui limite actuellement leur utilisation massive par les systèmes de santé. Raisons 

pour lesquels d'autres alternatives se doivent d'être envisagées, parmi celles-ci une approche 

alternative serait d'empêcher ou de minimiser l'incidence de certains cancers. Si la survenue 

d'un cancer pouvait être prévenue ou réduite, certaines de ces options de traitement coûteuses 

pourraient être évitées. 

1.11 La chimioprévention par des composés naturels 

Selon l'OMS un tiers au moins de l'ensemble des cas de cancer est évitable puisqu'ils sont 

directement liés au régime alimentaire et style de vie incluant le manque d'activité physique. 
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La prévention constitue la stratégie à long terme la plus rentable pour lutter contre le cancer. 

En plus de modifier le style de vie en tant que méthode primaire de prévention du cancer, la 

chimioprévention est un autre moyen de réduire l'incidence du cancer à travers de l'utilisation 

de composés naturels ou synthétiques pour inverser, supprimer ou prévenir le développement 

du cancer (Khan et al., 2008; Spom & Suh, 2000). L'intervention chimiopréventive n'est 

possible que pendant le processus de développement du cancer et improbable lorsque le 

cancer est déjà établi. La chimioprévention du cancer, lorsqu'elle s'adresse à la bonne 

population, a le potentiel de ralentir le processus de cancérogenèse (Adhami & Mukhtar, 

2013). 

Le concept de prévention des maladies utilisant des produits chimiques est appliqué avec 

succès contre les maladies cardiovasculaires (Hayden et al., 2002), l'athérosclérose 

(Aboonabi & Singh, 2015), le diabète (Anderson Jr, 2005) et d'autres maladies. D'autre part, 

dans le cas du cancer il y a suffisamment de preuves de concept d'études humaines qui 

démontrent que la chimioprévention est une option viable pour la prévention du cancer. Le 

premier agent chimiopréventif approuvé par l 'Agence américaine des produits alimentaires et 

médicamenteux (FDA) était le tamoxifène en 1998 (Lippman & Brown, 1999). Le 

tamoxifène est le médicament hormonal le plus administré pour réduire l'incidence du cancer 

du sein invasif et non invasif chez les femmes qui présentent un risque accru de développer la 

maladie (Cuzick et al., 2003; Fisher et al., 1998). Les agents anti-inflammatoires non 

stéroïdiens (AINS) ont été rapportés comme des agents efficaces pour la prévention des 

adénomes colorectaux (Baron et al., 2006; Bertagnolli et al., 2006). Des études cliniques sur 

l'utilisation de l'alpha-difluorométhylomithine (AGFA) par voie orale chez des patientes 

ayant des antécédents de cancer de la peau non mélanique ont montré que celles qui avaient 

pris AGFA avaient des taux inférieurs de non-mélanomes de la peau (Bailey et al., 2010). 

Entre autre, plusieurs études cliniques ont exploré les effets de la consommation de thé vert 

chez les patients atteints de cancer de la prostate (Bettuzzi et al., 2006; Brausi et al., 2008). 

La plupart des polyphénols du thé vert sont des flavanols, connus sous le nom de catéchines, 

qui sont des molécules aux remarquables pouvoirs antioxydants, tels que la catéchine, la 

gallocatéchine, l'épicatéchine, l'épicatéchine-3-gallate, l'épigallocatéchine et d'autres (Ren et 

al., 2000). 
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La nature est une source attrayante de nouveaux candidats thérapeutiques, car il y a une 

diversité chimique considérable à travers les millions d'espèces de plantes (Butler et al., 

2014). Les produits botaniques ont contribué de manière significative aux thérapies contre le 

cancer au cours des 30 dernières années et près de 80% des médicaments anticancéreux 

approuvés sont dérivés de composés naturels (Cragg et al., 2009). Également, les plantes 

constituent une ressource importante pour un certain nombre d'agents chimiothérapeutiques 

anticancéreux efficaces actuellement utilisés. Néanmoins, il faut poursuivre les efforts pour 

exploiter cette ressource et explorer des produits naturels ou des composants actifs 

botaniques avec des actions chimiopréventives nouvelles, non toxiques et efficaces contre le 

développement du cancer. 

1.11.1 Flore cubaine : Rôle dans la chimioprévention 

La médecine traditionnelle est une réalité présente dans le monde entier. Comme son nom 

l'indique, elle fait partie du patrimoine culturel de chaque pays et utilise des pratiques qui ont 

été transmises d'une génération à l'autre depuis des centaines d'années avant le 

développement de notre médecine actuelle. L'OMS encourage l'utilisation de procédures 

traditionnelles sûres et efficaces dans les soins de santé primaires depuis 1976. Elle continue 

également d'établir des programmes pour la conservation des plantes médicinales, tel qu'il est 

apparu dans la déclaration "Stratégie de l'OMS pour la médecine traditionnelle pour 2014-

2023" (Organisation Mondiale De La Santé, 2013). 

Cuba possède une flore immense et une grande tradition populaire dans l'utilisation de la 

médecine verte pour la prévention et la guérison de diverses maladies (Fiallo, 2008). 

Cependant, sa flore médicinale a été peu étudiée comme une source de composés capables 

d'inhiber la prolifération des cellules cancéreuses, afin de promouvoir les candidats potentiels 

pour l'inclusion clinique future. En tenant compte du fait que dans le système de santé cubain, 

les protocoles thérapeutiques souffrent d'une sous utilisation d'antinéoplasiques d'origine 

naturelle, la recherche de telles entités dans la flore médicinale peut constituer une 

contribution concrète à la solution de ce problème. À Cuba, les espèces de plantes 

médicinales sont au nombre de 1 241, et appartiennent à 725 genres de 172 familles (Fiallo, 
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2008). Une partie appréciable de ces espèces est actuellement utilisée par la population. Dans 

l'évaluation des enquêtes ethnomédicales menées entre 1980 et 1995, (Fiallo et Montoya, 

1997), il a été déterminé que la population cubaine connaît et / ou utilise 655 espèces 

botaniques, qui sont regroupées en 425 genres de 124 familles. Ces espèces de référence 

actuelles constituent 52,8% de celles citées comme médicinales pour Cuba, ce qui démontre 

l'utilisation extensive de plantes par la population cubaine (Alvarez et al., 2014; Fiallo, 2008). 

Les espèces endémiques atteignent le nombre de 97 espèces (7,8% du total des espèces 

médicinales), regroupées en 74 genres de 41 familles. Les familles ayant le plus grand 

nombre d'espèces médicinales endémiques et pour lesquelles la plus grande quantité 

d'espèces médicinales citées dans le pays sont: Asteraceae (12), Euphorbiaceae (10) et 

Rubiaceae (7), (Fiallo, 2008). 

1.11.2 Xanthium strumarium L. 

À Cuba, Xanthium strumarium Linn, appartenant à la famille Asteraceae / Compositae et du 

genre Xanthium, est une espèce abondante couramment utilisée en raison de ses multiples 

effets thérapeutiques. Le genre Xanthium, constitué de 25 espèces, est autochtone de 

l'Amérique (Pandey & Rather, 2012). Néanmoins, Xanthium strumarium L. qui est la 

principale espèce est largement distribué dans les pays de l'Est en raison de son utilisation en 

médecine traditionnelle. Cette espèce se retrouve en Europe, en Inde et en Asie occidentale 

(Kamboj & Saluja, 2010). Elle pousse à l'état sauvage dans les forêts, les prairies, près des 

rivières ou dans les zones urbaines. À Cuba, elle est largement distribuée dans tout le pays 

dans les zones urbaines et les zones arables (figure 1.9). 
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Figure 1.9 Xanthium strumarium L. [Adapté de Kamboj & Saluja, 201 O] 

En Chine, elle est util isée pour le traitement de la sinusite, des maux de tête, de l'urticaire et 

de l'arthrite et est incluse dans sa pharmacopée (Han et al., 2007). En Inde, en médecine 

traditionnelle, elle est uti tisée comme diaphorétique, sédatif, sudorifique, diurétique et pour le 

traitement de la migraine (Lin et al., 2014). Cette espèce est utilisée par plusieurs tribus 

amérindiennes pour soulager la constipation, la diarrhée ou les vomissements (Kamboj & 

Saluja, 2010). En particulier, à Cuba, la plante a été utilisée principalement comme diurétique 

dans le traitement des affections rénales (Pérez Machfn et al., 201 J ). 

Selon plusieurs rapports, les composés bioactifs tels que les glycosides, les phytostérols, les 

acides phénoliques, les xanthiazones et l'extrait dérivé de cette plante présentent des larges 

propriétés pharmacologiques. Parmi celles-ci , il a été rapporté hypoglycémiant (Hsu et al., 

2000), antiulcéreux (Favier et al. , 2005), anti-inflammatoire et analgésique (Han et al., 2007; 

Yin et al., 2005), antitrypanosome, antipaludéen (Le Tran et al. , 2003), antifongique (Sato et 

al., 1997) et d iurétique (Cu manda et al. , 1991 ; Pérez Machin et al., 2011 ). De plus, il a 

également été montré que l' extrait végétal inhibe la prolifération et induit l'apoptose dans une 

grande variété de types de cellules tumorales, y compris: le côlon, le sein, le poumon, le 
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pancréas, la leucémie, le mélanome et l'estomac (Ferrer et al., 2016; Nibret et al., 2011; 

Ramirez-Erosa et al., 2007; Zhang et al., 2012a; Zhang et al., 2012b). 

Malgré le grand volume de travail qui existe actuellement sur Xanthium strumarium L., les 

mécanismes cellulaires et moléculaires qui expliquent les effets cytotoxiques et antimoraux 

de cette plante ou de ses principes actifs chimiques n'ont pas encore été clarifiés. 



CHAPITRE II 

PROJET DE RECHERCHE 

2.1 Problématique 

Les patientes atteintes d'un cancer épithélial de l'ovaire, la plupart diagnostiquées 

tardivement et donc à des stades avancés de la maladie, sont présentement traitées par la 

chimiothérapie standard. Cependant, le développement de la chimiorésistance pour la 

majorité d'entre elles constitue un sérieux problème qui peut limiter les chances de succès 

des traitements. 

De nombreux médicaments couramment utilisés aujourd'hui ont été développés à partir de 

plantes utilisées dans la médecine traditionelle. Plusieurs médicaments ont été développés à 

la suite de criblages ethnobotaniques, et une grande partie des médicaments commerciaux 

utilisés aujourd'hui pour traiter une variété de maladies, dont le cancer, ont été découverts à 

l'origine grâce à la recherche sur les plantes. Les recherches consacrées à l'isolement et à 

l'identification des principes actifs anticancéreux à partir des plantes ont commencé de 

manière rationnelle en recueillant une variété d'échantillons du monde entier, ou en 

s'appuyant sur le folklore. Dans ce contexte, les aspects mentionnés précédemment suggèrent 

la nécessité d'approfondir la recherche scientifique sur les propriétés antinéoplasiques de 

l'espèce Xanthium strumarium L., et de savoir si, dans le contexte de la flore médicinale 

cubaine, elle constitue l'un des candidats les plus pertinents pour son utilisation comme 

phytomédicament ou comme une source d'entre eux. Pour le développement de ce travail, 

l'hypothèse suivante a été proposée. 
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2.2 Hypothèse de travail 

Xanthium strumarium L, qui est largement utilisé dans la médecine populaire traditionnelle, 

pourrait être une source prometteuse de composés phytochimiques dont les effets sur le cycle 

cellulaire et les processus biologiques pertinents à la survie et/ou la prolifération cellulaire 

tumorale demeurent mal documentés. 

2.3 Objectifs de recherche 

Nous souhaitons caractériser l'impact anticancéreux de l'extrait X strumarium L. en 

analysant son effet sur la survie et/ou la prolifération de deux modèles de cellules 

cancéreuses ovariennes humaines. L'un est sensible (lignée cellulaire ES-2) et l'autre 

résistant (lignée cellulaire SKOV-3) à la chimiothérapie. Afin de mieux caractériser l'effet 

cellulaire de l'extrait végétal, nous évaluerons son impact sur la prolifération cellulaire, 

l'induction de l'apoptose, le cycle cellulaire, l'organisation de l'appareil mitotique, et sur 

certains biomarqueurs protéiques impliqués dans l'apoptose. 
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3.1 Résumé 

Actuellement, les nouveaux médicaments de chimiothérapie visent à cibler l'intégrité 

génomique et les mécanismes de réplication dans le cancer de l'ovaire. Alors que l'activité 

antiproliférative de l'extrait de Xanthium strumarium L (XFC), un extrait médicamenteux à 

base de plantes traditionnelles a été rapporté altérer l'appareil mitotique des cellules 

épithéliales des ovaires de hamster chinois (CHO), sa capacité à cibler et à surmonter le 

phénotype de chimiorésistance du cancer de l'ovaire demeure peu documentée. Parmi les 

lignées cellulaires cancéreuses évaluées, nous avons constaté que le meilleur effet inhibiteur 

de la prolifération de XFC était contre les cellules cancéreuses de l'ovaire (ICso de 30 à 35 

µg/mL). L'extrait XFC ciblait efficacement à la fois le phénotype SKOV3 chimiorésistant 

aux médicaments cytotoxiques, ainsi que les cellules ES-2 chimiosensibles. L'apoptose 

précoce et tardive étaient efficacement induite par l'extrait de XFC dans les cellules ES-2, 

tandis que l'apoptose tardive et la nécrose étaient déclenchées dans les cellules SKOV-3. 

L'arrêt du cycle cellulaire induit par l'extrait XFC s'effectuait dans la phase G2/M au sein 

des deux modèles cellulaires ES-2 et SKOV-3. Cet effet était en partie attribuable à 

l'augmentation de la polymérisation de la tubuline en fonction de la concentration, un effet 

qui était plus élevé dans les cellules résistantes SKOV-3. L'extrait XFC a déclenché le clivage 

de la poly (ADP-Ribose) polymérase (PARP), alors qu'il abaissait les niveaux de Nrl2 et 

d'Akt phosphorylé dans les cellules ES-2. Par contre, aucune expression de ces derniers 

biomarqueurs n'a été modifiée dans les cellules SKOV-3, tandis que le clivage de PARP était 

toujours observé. De manière intéressante, les régulateurs du cycle cellulaire Cdk4, cycline 

D3 et p27 étaient diminués dans les cellules SKOV-3. L'extrait de XFC s'est avéré efficace 

pour inhiber la migration in vitro dans les deux modèles de cellul~s cancéreuses de l'ovaire. 

Collectivement, nos données confirment le potentiel de ciblage anticancéreux de l'extrait 

XFC contre le cancer de l'ovaire humain chimiorésistant. 
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3 .2 Abstract 

Emerging drugs aim at targeting the genomic integrity and replication machinery in ovarian 

cancer. Whereas the anti-proliferative activity of Xanthium strumarium L extract (XFC), a 

traditional herbai medicine believed to alter the mitotic apparatus of Chinese hamster ovary 

epithelial cells, its capacity to target and overcome the chemoresistance phenotype of ovarian 

cancer is unknown. Among the cancer cell lines tested, we found that the best proliferation 

inhibitory effect of XFC was against ovarian cancer cells and ranged from 30-35 µg/ml. XFC 

efficiently targeted both the cytotoxic drug chemoresistance phenotype of SKOV-3 as well as 

the chemosensitive ES-2 cells. Early and late apoptosis were effectively induced by XFC 

extract in ES-2 cells, whereas late apoptosis and necrosis events were triggered in SKOV-3. 

Cell cycling regulation was found trapped by XFC extract in the G2/M phase in both ES-2 

and SKOV-3 cell models. Such effect was, in part, attributable to increased dose-dependent 

tubulin polymerization which was found higher in SKOV-3 cells. XFC extract triggered poly 

(ADP-Ribose) polymerase (PARP) cleavage, whereas it lowered Nrf2 and phosphorylated 

Akt levels in ES-2 cells. In contrast, none of the latter biomarkers were altered in SKOV-3 

cells, whereas PARP cleavage was still observed. Interestingly, cell cycling regulators Cdk4, 

Cyclin D3, and p27 were all found decreased in SKOV-3 cells. XFC extracts were effective 

in inhibiting in vitro migration in both ovarian cancer cell models. Our data support the 

potential anticancer targeting of chemoresistant human ovarian cancer cells phenotype by 

XFC extract. 
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3 .3 Introduction 

Ovarian cancer is the leading cause of gynecological cancer mortality. Despite the fact that 

first-line chemotherapy is effective in reducing tumor burden following cytoreductive surgery, 

the 5-year survival rate for stage III and N disease is -20-30% (Berek, 2000). One of the 

major reasons for such low survival rate is the appearance of drug resistance. Attempts to 

overcome resistance to antitumor drugs in ovarian cancer has defined the combination 

chemotherapy of Cisplatin (CDDP) and Taxol as the first-line therapeutic protocol via long

term prospective studies of clinical trials (Shen, 2002). Whereas many resistant tumor cells in 

humans are gradually acquired during chemotherapy, the elucidation of drug resistance 

mechanisms remains insufficient to overcome clinical failure. Differential molecular and 

cellular studies with chemoresistant and chemosensitive cell line models can thus serve as an 

initial screen for agents that may circumvent drug resistance phenotypes. 

Resistant cell lines, selected by exposure to antitumor agents, have been valuable tools for the 

illumination of the factors underlying in vitro drug resistance. The usage of the resistant cell 

lines has greatly promoted the understanding of mechanisms of resistance and drug 

resistance-associated genes, such as multidrug resistance gene 1 (MDRl) and glutathione S

transferase pi (GST-pi) (Roninson et al., 1986; Whelan et al., 1989). However, the crucial 

problem is that studies with cells in culture might not always reflect the situation in clinical 

tumors and contradictory evidence conceming the mechanisms of drug resistance have been 

reported (Vaisman et al., 1997; Brown et al., 1993; Herod et al., 1996; Di Leo et al., 1995). 

The situation may be due, at least in part, to the difference of the resistant cells selected by 

dissimilar approach and a failure in combination of the laboratory and the clinic. 

Throughout history, plants have been the mam sources of discovery of natural-based 

medicines. In the anticancer area, plant-derived agents such as the Vinca alkaloids, the 

epidodophyllotoxin, the taxanes, and the camptothecin derivatives are among the most 

effective cancer chemotherapeutics currently available (Cragg and Newman, 2013). 

Discovery of new phytochemicals for cancer therapy is therefore a worthwhile endeavor, and 

identification of anticancer plant principles is classically performed by collecting a variety of 
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samples from around the world, or by relying on folklore. This is the case of the plant 

Xanthium strumarium L (Family: Asteraceae) which exhibits a global distribution and is 

found abundantly throughout Eurasia and America (Kamboj and Saluja, 2010). Historically, 

Xanthium species have been used as traditional herbai medicines in oriental countries. It has 

also been used abundantly as analgesics, antibacterial, anti-inflammatory and throughout 

America against chronic bronchitis, chronic rhinitis, and allergie rhinitis to releave 

constipation, diarrhea, and vomiting (Kamboj and Saluja, 2010). Moreover, plant infusions 

have been used in the treatment ofrheumatism and kidney diseases (Lin et al., 2014). It has 

also been reported that the genus Xanthium provides many interesting compounds such as 

sesquiterpene lactones with xanthanolide-type skeleton that had significant antitumor activity 

in a variety of cell culture systems (Kim et al., 2003; Kovacs et al., 2009; Ramfrez-Erosa et 

al., 2007; Vasas and Hohmann, 2011), with terpenoids, thiazindiones, sterols and 

caffeoylquinic acid as major secondary metabolites. Despite the many studies carried out on 

Xanthium strumarium L, the cellular and molecular mechanisms underlying the anticancer 

actions of this plant remained poorly characterized. 

In the present study, we induced SKOV-3 cells, an established ovarian cancer cell line mode) 

resistant to tumor necrosis factor and to several cytotoxic drugs including diphtheria toxin, 

cis-platinum and Adriamycin (Y an et al., 2007), and compared it to established 

chemosensitive ES-2 ovarian cancer cells. We investigated the effects of Xanthium 

strumarium L extract (XFC) administration and assessed its potential to circumvent drug 

resistance phenotype in SKOV-3 chemoresistant ovarian cancer cell model. We found it to 

significantly alter cell proliferation, cell cycle, and pro-apoptotic/necrotic events. This 

evidence suggest that XFC content in anticancer molecules could efficiently target and 

circumvent the molecular processes which contribute to ovarian cancer cells resistance to 

current cytotoxic therapies. 
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3 .4 Materials and Methods 

Materials. Sodium dodecylsulfate (SDS) and bovine serum albumin (BSA) were purchased 

from Sigma (Oakville, ON). Cell culture media was obtained from Life Technologies 

(Burlington, ON). Electrophoresis reagents were purchased from Bio-Rad (Mississauga, ON). 

The enhanced chemiluminescence (ECL) reagents were from Amersham Pharmacia Biotech 

(Baie d'Urfé, QC). Micro bicinchoninic acid protein assay reagents were from Pierce 

(Rockford, IL). The monoclonal antibody against GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate 

dehydrogenase) was from Advanced Immunochemical Inc. (Long Beach, CA). The Alexa 

Fluor® 488 donkey anti-rabbit IgG antibody was purchased from Invitrogen (Carlsbad, NM). 

Polyclonal antibodies against Survivin, Nrf2, AKT, and phospho-AKT, PARP, Cyclin Dl, 

Cyclin D3, Cdk2, Cdk4, Cdk6, and monoclonal antibody against p27 were from Cell 

Signaling Technology (Beverly, MA). 

Plant material and preparation of chloroform extract of Xanthium strumarium L (XFC). 

Xanthium strumarium L. was collected from the Medicinal Plants Experimental Station "Dr. 

Juan Tomas Roig" in San Antonio de los Bafios city (Artemisa, Cuba). A voucher specimen 

with number ROIG 4594 was deposited at the herbarium of this institution. Plant parts (500 

g) were extracted with 70% ethanol as described elsewhere (Pilota-Ferrer et al., 2014). A 

fluid extract was prepared from the dried material by hydroalcoholic extraction in four rounds 

of percolation. It was concentrated under reduced pressure to obtain a raw extract (whole 

extract). Extraction of chloroform-soluble compounds was described in details previously 

(Sanchez-Lamar et al., 2016). Chloroform was removed by reduced pressure (Büchi 

Rotavapor) and the residual pale yellow oil was re-suspended in dimethyl sulfoxide (DMSO) 

for the evaluations. This defines the Xanthium strumarium L chloroform extract as the XFC 

extract used throughout the study to treat the cells. 

Cel! culture. Human SKOV-3 ovarian adenocarcinoma cells as well as human ES-2 ovarian 

clear cell carcinoma cells were purchased from the American Type Culture Collection 

(ATCC). Cells were grown as a monolayer with McCoy's Sa Medium Modified (Wisent, 317-

010-CL) containing 10% fetal bovine serum (Life Technologies, 12483-020), 100 U/mL 
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penicillin and 100 mg/mL streptomycin (Wisent, 450-202-EL). Ali other cell lines used in the 

study were from ATCC: MDA MB-231 and MCF-7 (breast cancer cells) as well as HT-29 

and C2BBe-1 (colon cancer cells) were grown in Eagle's Minimum Essential Medium 

(Wisent, 320-036-CL) or in Dulbecco's Modified Eagle's Medium (319-005-CL), 

respectively, containing 10% FBS and antibiotics. Ali the cells were cultured at 37°C under a 

humidified 95%-5% (v/v) mixture of air and C02. 

Cellproliferation assays. The MDA-MB-231, MCF-7, ES-2, SKOV-3, HT-29, and C2BBel 

cells were seeded in complete medium (103 cells/200 µL/well) in 6 replicates wells of 96-

well plates, allowed to adhere for 6 hours and the medium supplemented with serial dilution 

ofXFC (200 µL/well, final volume). Cell proliferation was measured after 72 hours using the 

MTT [3-( 4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide] cytotoxicity assay in 

accordance with the protocol described by Mosmann with some modifications (Mosmann, 

1983). The cells were incubated with MTT (5 mg/mL) at 37°C under a humidified 

atmosphere containing 5% C02 for 4 hours. After incubation, 100 µL DMSO (solubilizing 

reagent) were added to each well and mixed thoroughly to dissolve the dark blùe crystals. 

Presence of viable ce Ils was visualized by the development of a purple color due to formation 

of formazan crystals. The plates were read on a SpectraMax Plus reader (Molecular Devices, 

Sunnyvale, CA) using a test wavelength of 570 nm and reference wavelength of 630 nm. The 

samples ICso values were determined from a dose-response curve obtained by using 7 

different sample concentrations (6.25, 12.5, 25, 50, 100, 200 and 400 µg/mL). Analyses were 

made in triplicate for each condition. 

Immunoblotting procedures. Proteins from control and treated cells were separated by SDS

polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE). After electrophoresis, proteins were 

electrotransferred to polyvinylidene difluoride membranes which were then blocked for 1 

hour at room temperature with 5% non-fat dry milk in Tris-buffered saline (150 mM NaCl, 

20 mM Tris-HCI, pH 7.5) containing 0.3% Tween-20 (TBST). Membranes were further 

washed in TBST and incubated with the primary antibodies (1/1,000 dilution) in TBST 

containing 3% BSA, followed by a 1 hour incubation with horseradish peroxidase-conjugated 

anti-rabbit IgG (1/2,500 dilution) in TBST containing 5% non-fat dry milk. Immunoreactive 
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material was visualized by ECL detection system. The immunoreactive bands were 

quantified using ImageJ software (NIH). 

Immunofluorescence staining. ES-2 and SKOV-3 cells were seeded on cover slips and treated 

with the indicated concentrations of XFC or with Nocodazol (50 ng/mL) for 24 hours. Cells 

were rinsed in PHEM buffer (60 mM PIPES, 25 mM Hepes, 10 mM EGTA, 2 mM MgCh), 

fixed in 4% formaldehyde for 15 min at room temperature and permeabilized with 0.5% 

Triton X-100 for 5 min. After the reaction was blocked in 10% PBS/BSA, the cells were 

incubated with mouse anti a-tubulin antibody (1/2,000; T5168; Sigma) for 1 hour at room 

temperature. After several washes, the cells were incubated with Alexa Fluor-488 conjugated 

anti-rabbit IgG antibody (1/1,000) for 1 hour at room temperature. The cell nuclei were 

visualized with one µg/mL DAPI staining for 5 min. Slides were then dried, mounted with 

the ProLong Gold antifade reagent (FisherScientific, Ottawa, ON). The cells were visualized 

with an AIR Nikon confocal unit attached to the inverted Eclipse Ti microscope suited for a 

Plan Apo 60/1.4 N.A oil objective (Nikon Canada, Mississauga, ON). The resulting 

micrographs were acquired and processed with NIS Element (Nikon Canada) and Image J 

(U.S. National Institutes ofHealth, Bethesda, MD) software packages. 

Cell-cycle analysis. ES-2 and SKOV-3 cells were incubated for 48 hours in medium without 

FBS at 37°C in 5% C02 for synchronization of the cell cycle. Cells were then treated for 24 

hours with either 0.1% DMSO (controls) or various concentrations ofXFC (20, 30, 40, 50 or 

60 µg/mL). Treatments were performed in medium containing 10% FBS. At the end of 

treatment, the cells were collected by mild trypsin digestion, washed with ice-cold PBS and 

fixed in ice-cold 70% ethanol in PBS ovemight at -20°C. Cells were then centrifuged at 

10,000 rpm for 10 min, followed by careful removal of the supematant. Three volumes of 

staining solution in PBS, containing propidium iodide (PI, 40 µg/mL; Calbiochem, San 

Diego, CA) and DNase-free RNase (100 µg/mL), were added for at least 30 min at 37°C in 

the dark before analysis. The proportion of the cell population in each phase of the cell cycle 

was determined as a fonction of the DNA content using a BD Accuri C6 flow cytometer (BD 

Biosciences, Mississauga, ON). Cell cycle analysis was performed with the BD AccuriTM 

C6 software (version 1.0.264.21). For each measurement, at least 10,000 cells were counted. 



47 

Apoptosis analysis. Apoptosis was determined by FITC-labeled Annexin-V/PI double 

staining and flow cytometry analysis. Briefly, SKOV-3 and ES-2 cells were treated with XFC 

at 12.5, 25, 50, 100, 200 and 400 µg/mL for 24 or 48 hours. At the indicated time, cells were 

harvested, fixed, and apoptosis was then measured by the FITC Annexin V Apoptosis 

Detection Kit II (BD Biosciences, Mississauga, ON) according to the manufacturer's 

protocol. Percentages of cells within early and late stages of apoptosis were determined using 

a BD Accuri C6 flow cytometer. The data were analyzed using FlowJo 10.1 software. At 

least 10,000 cells were counted for each measurement. The following controls were used to 

set up gates: unstained cells, cells with FITC Annexin V only and cells with PI only. 

Wound-healing assay. ES-2 and SKOV-3 cells were seeded into 6-well tissue culture dishes 

and grown to nearly confluent cell monolayers. Then, a linear wound was generated in the 

monolayer with a sterile 200 µl pipette tip creating a cell-free area (Liang et al., 2007). 

Cultures were gently washed with the growth medium to remove loose cells. The cells were 

then treated with either vehicle or XFC ( 60 µg/mL) in culture medium supplemented with 1 % 

FBS. Cells for control conditions were also scratched, washed, and maintained in culture 

medium supplemented with 1 % FBS after the scratch. Immediately after the scratch and at 4, 

8, and 24 h, at least four images of the scraped area were captured using phase contrast 

microscopy and analyzed using ImageJ software. Two independent experiments were 

performed, using three wells for each stimulating condition. The same scratched area was 

selected for the measurements at each time of the study. 

Statistical data analysis. Data are representative of three or more independent experiments. 

Statistical significance was assessed using Student' s unpaired !-test and was used to compare 

the XFC effect to vehicle treated cells. To compare two or more groups with the control 

group, one-way analysis of variance (ANOVA) with Dunnett's post hoc test was used. All 

statistical analyses and graphs were performed using the GraphPad Prism software version 

5.0b (San Diego, CA). Where indicated, data were presented as means ± SD of three 

independent experiments. Significance:* p < 0.05, ** p < 0.01, *** p < 0.001 vs. the negative 

control. 
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3.5 Results 

Impact of the Xanthium strumarium L extract (XFC) on breast, ovarian and colorectal 

cancer cells proliferation. 

The antiproliferative capacity of XFC was first assessed on established human cancer cell 

models respectively derived from breast adenocarcinomas (MCF-7, MDA-MB-231), from 

colorectal adenocarcinomas (HT-29, C2BBe-l), from ovarian clear cell carcinoma (ES-2), 

and from ovarian adenocarcinoma (SKOV-3). XFC was able to dose-dependently inhibit cell 

proliferation (Fig. lA), with the best inhibition potential observed towards the two tested 

ovarian cancer cell models where ICso values ranged from 30-35 µg/ml (Fig. lB). This 

suggests that XFC possesses the capacity to inhibit cancer cell proliferatio~, with the best 

effect against ovarian cancer cells. 

XFC triggers late apoptosis in ES-2 ovarian cancer cells. 

Whether XFC further triggered any pro-apoptotic events was next assessed at 24 and 48 

hours of XFC treatment by flow cytometry (Fig.2A, Fig.3A). We found that early and late 

apoptosis were effectively induced by XFC in ES-2 cells and increased with time treatment 

(Fig.2B), whereas late apoptosis and necrosis events were triggered in SKOV-3 cells 

(Fig.3B). XFC can therefore efficiently target the effective cytotoxic drug chemoresistance 

phenotype reported for SKOV-3 as well as the chemosensitive ES-2 cells. 

XFC alters ES-2 and SKOV-3 cell cycle division. 

Given its anti-proliferative and pro-apoptotic effects, we next addressed how XFC could alter 

cell cycle division by assessing subGl, GO/Gl, S, and G2/M phases (Fig.4A). Cells were 

found trapped upon XFC treatment in the G2/M phase in both ES-2 and SKOV-3 cell models 

(Fig.4B, red bars). This again suggests that XFC can significantly alter molecular events 

regulating cell division processes controlling cell proliferation. 

XFC alters tubulin cytoskeleton in SKOV-3 ovarian cancer cells. 

Increased tubulin levels and decreased polymerization ratio are a hallmark of resistant cells 

(Nishio and Saijo, 1999; Perez, 2009). Here, we tested whether antimitotic activity of XFC 
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extract altered tubulin polymerization (Menon et al., 2001) in human ovarian cancer cells, 

and this was compared to the microtubules depolymerizing agent Nocodazol (Guzmân

Ocampo et al., 2018). We found that XFC altered microtubules organization (Fig.5A-B) as it 

increased tubulin polymerization in SKOV-3 cells as compared to ES-2 cells (Fig.SC). By 

examining the morphologies of microtubules and chromosomes, we found increased 

multipolar mitotic spindles consequent to the aggregation of asters as well as increased 

monopolar spindles consequent to non-separated centrioles in both cells treated with XFC. In 

agreement, we further noticed that the chromosomes remained condensed but were not able 

to align properly, which can be explained by the formation of the multipolar acentrosomal 

spindle leading to a failure of chromosomal segregation. In addition, treated cells that were 

able to eventually exit mitosis showed aberrations associated with abnormal karyokinesis 

(increased frequency of cells bearing micronuclei) and failure of cytokinesis (increase in cells 

containing multiple nuclei) (Fig.5A-B). Such phenomena are the typical outcomes of anti

mitosis drugs. Taken together, these data indicate that XFC directly affects mitosis 

progression by disrupting the assembly of the normal mitotic spindle. 

XFC signais PARP cleavage in SKOV-3 ovarian cancer cells. 

Differential alterations in apoptotic versus necrotic cell death balance as well as in cell 

cycling prompted us to investigate whether several intracellular stress biomarkers were also 

altered. Among these, Survivin was recently identified as an antagonist of chemotherapy

induced cell death in colorectal cancer cells (Rauch et al., 2018). Interestingly, transient 

increase in Survivin expression was observed in ES-2 cells, whereas it remained unchanged 

in SKOV-3 cells suggesting that Survivin the latter cells was not required to resist to XFC 

stress inducer. However, global phosphorylation status of Akt decreased in ES-2 cells, and 

more significantly in SKOV-3 cells (Fig.6B). Expression of the nuclear factor erythroid 2-

related factor 2 (Nrf2), an emerging regulator of cellular resistance to oxidants (Ma, 2015) 

believed to control the expression of antioxidant response element (ARE)-dependent genes 

which regulate cellular resistance to oxidants (lranshahy et al., 2018), was found to decrease 

in XFC-treated ES-2 cells but not in SKOV-3 cells. This confirmed the chemoresistance 

phenotype of SKOV-3 cells. Finally, cleaved PARP immunoreactive material was 

significantly induced in ES-2, whereas it was also induced in SKOV-3 cells. Altogether, this 
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confirms the high drug resistance phenotype of SKOV-3 cells to cytotoxics, as compared to 

that of the chemosensitive ES-2 cells. Nevertheless, our data still support some aspects of the 

cytotoxic properties ofXFC which can circumvent such resistance phenotype. 

XFC alters cell cycle regulators in SKOV-3 ovarian cancer cells. 

A common mechanism of cell-cycle arrest involves upregulation of endogenous Cdk 

inhibitors, including p27KipI and p2I, which prevent cell-cycle progression by blocking Cdk 

activity (Vidal and Koff, 2000). Immunoblotting indicated that p27KipI levels did significantly 

increase in ES-2 cells (Fig.7 A), whereas they significantly decreased in chemoresistant 

SKOV-3 cells (Fig.7B). When Cdk2, Cdk4, and Cdk6 expression levels were assessed, that 

of Cdk2 decreased upon XFC treatment in both cell lines (Fig.7B). Whereas Cdk6 only 

increased in ES-2 cells, Cdk4 in contrast decreased upon XFC treatment in SKOV-3 cells, 

but remained unchanged in ES-2 cells (Fig.7B). We found that XFC treatment drastically 

decreased protein levels of Cyclin Dl in ES-2 cells, whereas they remained unchanged in 

SKOV-3 cells (Fig.7B). Cyclin D3 expression was significantly downregulated in both 

SKOV-3 and ES-2 cells. Collectively, these data suggest that XFC contains anticancer 

molecules that could efficiently target crucial cell cycle division processes, which regulate 

chemoresistance. 

SKOV-3 ovarian cancer cells cannot reverse the impact of XFC in a wound-healing assay. 

Here, we assessed the impact of XFC against the capacity of cells to migrate in response to a 

wound (Fig.8A). While ES-2 cells were able to partly rescue wounding, XFC treatment in 

SKOV-3 cells prevented migration of the wound region (Fig.SB). This property suggests that 

XFC can halt SKOV-3 cell migration. 
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3.6 Discussion 

Although, ovanan cancer 1s the most deadly gynecologic malignancy worldwide, 

chemotherapy remains the mainstay treatment. Despite initial response is promising, frequent 

recurrence in patients with advanced stage of the disease remains a therapeutic challenge. 

Thus, understanding the biology of chemoresistance is of great importance to overcome this 

challenge and will conceivably benefit the survival of ovarian cancer patients. Although 

complex mechanisms underly the development of ovarian cancer chemoresistance, here we 

show that XFC may significantly alter cell survival properties associated with such resistance 

phenotype in a cytotoxic drug resistant SKOV-3 ovarian cancer cell model. 

In this study, we have further shown that XFC exhibited antiproliferative activity against 

several cell line models of breast, ovarian and colon cancer. We found that the percentage of 

growth inhibition was dose dependent with the best XFC antiproliferative effect against 

ovarian chemosensitive ES-2 and chemoresistant SKOV-3 cancer cells. It has been reported 

that XFC contains 3,4-dihydroxybenzaldehyde that inhibits human U937 cancer cells (Lee et 

al., 2008). Two xanthanolide sesquiterpene lactones, 8-epi-xanthatin and 8-epi-xanthatin-5~

epoxide have also been isolated from leaves that inhibit different cancer cell lines such as 

A549 (lung), SK-MEL-2 (melanoma), XF498 (CNS) and HCT-15 (colon) (Kim et al., 2003). 

Whether these also alter ES-2 and SKOV-3 cell lines will have to be further examined 

although traditional medicinal research emphasises that the mixture of herbal extracts usually 

has lower toxicity and higher efficacy than individual molecules (Wong et al., 2010). For 

instance, the crude extract of Rabdosia rubescens has shown higher synergistic effects at 

several concentrations than its individual active ingredients. Furthermore, the total phenolic 

extract of blueberry was also found to significantly inhibit the growth of several oral (CAL27 

and KB) and prostate (22RV1, RWPE-2, and RWPE-1) cancer cell lines (Seeram et al., 

2004). As reported previously, the impact of XFC treatment is therefor notjust related to one 

specific chemical compound, but it is the synergistic actions of different compounds that 

gives such an inhibitory effect (Al-Mekhlafi et al., 2017). Therefore, further fractionation of 

XFC may result in the loss of its integrity and potential therapeutic potential. This further 

justifies the use of total extracts in the treatment of various diseases. 
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Natural or synthetic anti-mitotic molecules constitute a considerable source of anti-cancer 

drugs since tumor cells are characterized by high mitotic activity as compared to normal 

cells. As such, anti-mitotic drugs have proven very effective against a wide range of tumors 

(Jordan and Wilson, 2004). In response to induced mitotic spindle disturbances, cells are 

arrested in mitosis and, after prolonged mitotic arrest, undergo apoptosis, a feature of the 

anti-cancer effects elicited by these drugs (Mollinedo and Gajate, 2003; Jordan and Wilson, 

2004; Rieder and Maiato, 2004). Our study demonstrates that XFC selectively induces a 

mitotic arrest in ES-2 and SKOV-3 cells, leading to decreased cell growth and viability in a 

dose- and time-dependent manner (Fig.4). XFC also inhibited normal mitotic progression by 

interfering with the metaphase to anaphase transition, consistent with previous data showing 

an anti-tubulin action of the extract (Piloto Ferrer et al., 2011; Sanchez-Lamar et al., 2016). 

Our data, showing an impairment in anaphase entrance, demonstrate that XFC interferes with 

the normal fonction of the mitotic spindle, which effects resemble to th ose displayed by other 

well-knowil anti-mitotic drugs (Manchado et al., 2012). 

Recurrence and therapy resistance following chemotherapy recently highlighted an integral 

role of ovarian cancer stem cells (CSC) (Walters Haygood et al., 2014). Overcoming such 

therapeutic resistance phenotype conferred by CSC has gained interest, as a reason of 

chemoresistance in ovarian tumors, through the use of chemotherapeutic drugs m 

combination with metabolism targeting approaches (Li et al., 2018). Whether XFC or dietary

mediated intervention can also target ovarian CSC death remains to be explored. Evidence 

suggests that deregulation of key pro- and anti-apoptotic pathways represents a key event in 

the acquisition and maintenance of ovarian cancer chemoresistance (Fraser et al., 2003). 

Furthermore, the discovery of novel interactions between apoptosis and necrosis pathways 

confirms that chemoresistance may be multi-factorial. In our study, we provide evidence that 

XFC is able to trigger apoptosis in both sensitive (ES-2) and chemoresistant (SKOV-3) 

ovarian cancer cells (Fig.2 and Fig.3). Interestingly, significant XFC-mediated necrosis 

induction was only observed in SKOV-3 cells, suggesting that the ability of the ovarian 

cancer cell to escape the cytotoxic insult to XFC is a consequence of the overall necroptic 

balance response of that cell. 
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Key proteins in cell cycle regulation, including c-myc, p21, Cdk4 and Cyclin D3, were all 

recently documented as potential prognostic factors in myoepithelial carcinoma of salivary 

glands (Passador-Santos et al., 2016). Among the numerous target genes of MYC, Cdk4 and 

Cyclin Dl impact cell division as both regulate cell cycle progression and lead to enhanced 

proliferation (Weinberg, 2007). Furthermore, Cdk inhibitors pl5, p21 and p27 are 

downregulated by MYC, which impacts cell cycle progression in early and mid-G 1 

(Weinberg, 2007). Our study currently highlights the capacity of XFC to specifically 

decrease Cdk4, Cyclin D3, and p27 expressions in chemoresistant SKOV-3 ovarian cancer 

cells (Fig.7B). Moreover, its capacity to differentially target the microtubule dynamics, and 

to further trigger necrosis events in that same model suggests that differential cell death 

decisions may be involved in line with the nature of the anticancer molecules content. The 

XFC-mediated mitotic arrest and increased necrosis that we observed in our SKOV-3 ovarian 

cancer cell model further appeared to be secondary to accumulation of polymerized 

microtubules, in line with previously reported Taxol-induced transient mitotic arrest also 

associated with cell necrosis (Hruban et al., 1989). Finally, caspase-independent apoptosis, 

triggered by the inhibition of cancer cell proliferation by berry juices, appeared to, similarly 

to XFC treatments, involve cell-cycle arrest, as evidenced by down-regulation in the 

expression of Cdk4, Cdk6, Cyclin Dl and Cyclin D3 in PC-3 prostate cancer cells (Boivin et 

al., 2007). 

In conclusion, the cell death biochemical pathways believed to downregulate cell survival 

and how XFC counteracts therapy resistance mechanisms will still require some more 

research. However, our study provides the fundamental cellular mechanisms which appear to 

be efficiently targeted by XFC and which may enable to circumvent ovarian cancer cell 

chemoresistance. 
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3.7 Figure Legends 
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Fig.]. Impact of the Xanthium strumarium L extract (XFC) on breast, ovarian and 
colorectal cancer cells proliferation. Mid-log phase human cancer cell models derived from 
breast adenocarcinomas (MCF-7, MDA-MB-231), from colorectal adenocarcinomas (HT-29, 
C2BBe-l ), from ovarian clear cell carcinoma (ES-2), and from ovarian adenocarcinoma 
(SKOV-3) were seeded in a 96-well plate at 103 cells/well density in 200 µl medium, and 
cultured as described in the Methods section. Cells were then A) treated with increasing 
concentrations ofXFC for 72 hours, then were incubated with MTT (5 mg/mL) for 4 hours in 
order to quantify cell proliferation (a representative curve is shown for each cell line). B) ICso 
values were extracted for each cell line treatment which was performed in three independent 
experiments. 



A. 

B. 
100 

.!!! 
'ii 80 
u -~ 60 
Cl 
Ill 
"E 40 
CIi u 
i 20 

60 

XFC extract treatment of ES-2 ovarian cancer cells (µg/ml) 

24 hours 

48 hours 

Live cells Early . Late 
apoptos1s apoptosls Nec rosis Live cells Early . Late 

apoptos1s apoptosls Necrosfs 

XFC extract (µg/ml ) (24 hours) XFC extract (µg/m l) (48 hours) 

Fig.2. XFC triggers late apoptosis in ES-2 ovarian cancer cells. Human ovarian clear cell 
carcinoma (ES-2) were cultured as described in the Methods section. Treatment with 
increasing concentrations of XFC was performed in serum-free media for 24 or 48 hours and 
A) data acquisition by flow cytometry was determined by fluorescence intensity of 
incorporated Annexin V /PI in order to assess cell death phases. B) Histogram distribution of 
percentage of live cells, early apoptosis, late apoptosis, and necrosis. Values are means ± 
SEM of three independent experiments (* P < 0.05, ** P < 0.01 , and*** P < 0.001 versus 
control; ANOVA with Dunnett's post hoc). 
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A. XFC extract treatment of SKOV-3 cancer cells (µg/ml) 
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Fig.3. XFC triggers late apoptosis and necrosis in SKOV-3 ovarian cancer cells. Human 
ovarian adenocarcinoma (SKOV-3) cells were cultured as described in the Methods section. 
Treatment with increasing concentrations of XFC was performed in serum-free media for 24 
or 48 hours and A) data acquisition by flow cytometry was determined by fluorescence 
intensity of incorporated Annexin V/PI in order to assess cell death phases. B) Histogram 
distribution of percentage of live cells, early apoptosis, late apoptosis, and necrosis. Values 
are means ± SEM of three independent experiments (* P < 0.05, ** P < 0.0 1, and*** P < 
0.001 versus contrai; ANOVA with Dunnett's post hoc). 
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A. XFC extract treatment of ovarian cancer cells (µg/ml) 

0 20 

'[J lCl 
~ .. i - •• l -· ... -·· • 

!!!. 
1 

ai " u 
ô 0 ,.. .., 0 ,.. .., .. 
GI 

ID '[1 "' E i .. - 1 .. -:::, 

1 -. z 

1 
' 100 ... ' 

,.. .., 

ES-2 

subG1 GO/G1 s 
100 

80 

60 

40 

20 

0 

XFC ext ract (µg/ml) 

30 

'QJ i .. ~ ru - ..,. •r 

• 
1 

" 
• ""' .., 

~ 
j ...... 
~ 

i 

" .. ""' 
DNA content 

G2/M 

*** 

40 60 

ICJ s .. ~-

1 
~ 

i 

• "" 
.., 

"" 
~ 

~ 
.... ...,no 

~ 

" 
200 ... 200 

SKOV-3 

subG1 GO/G1 s 

XFC extract (,ug/ml) 

.. .. ...... 
ES-2 

.., 
..... .... 

SKOV-3 

""' 

G2/M 

00000 
("'('l')~l,D 

Fig.4. XFC extract allers ES-2 and SKOV-3 cell cycle division. Human ovarian clear cell 
carcinorna (ES-2) and hum an ovarian adenocarc inoma (SKOV-3) ce l ls were cultured, 
followed by treatments with increasing concentrations of XFC performed in serum-free 
media for 24 hours, fixation, and by Pl stai ning. A) Data acquisition was perfom1ed by flow 
cytometry as described in the Methods section in order to assess cell cycle phases. The 
ind ividual DNA content was determined by fluorescence intensity of incorporated PI. B) 
Data analysis was also performed in order to assess the levels of cells in subG 1, GO/G 1, S, 
and G2/M phases. Values are means ± SEM of three independent experiments (* P < 0.05, ** 
P < 0.0 1, and*** P < 0.001 versus contro l: ANOVA with Dunnett's post hoc). 
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Fig.5. Preferential alteration of the tubulin cytoskeleton in the SKOV-3 ovarian cancer cells 
by XFC. Human ovarian clear cell carcinoma (ES-2) and human ovarian adenocarcinoma 
(SKOV-3) cells were cultured as described in the Methods section. Treatment with increasing 
concentrations of XFC or with Nocodazol was performed in serum-free media for 24 hours. 
Immunostaining ofTubulin was performed with anti a-Tubulin antibody. DAPI was used as a 
nuclear stain. Fluorescence microscopy was used for data acquisition in A) ES-2 and B) 
SKOV-3 ovarian cancer cells. C) Total fluorescence was acquired and data processed as 
described in the Methods section. Data are representative of two independent experiments. 
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Fig.6. XFC extract triggers PARP cleavage in SKOV-3 ovarian cancer cel/s. Human 
ovarian clear cell carcinoma (ES-2) and human ovarian adenocarcinoma (SKOV-3) cells 
were cultured as described in the Methods section. Treatment with increasing concentrations 
of XFC was perfonned in serum-free media for 24 hours. Cell lysates were harvested, then 
processed for A) SOS-PAGE and Western blotting in order to assess the phosphorylation 
status of NF-KB p 105 and Akt, expression levels of Survivin, Nrf2, GAPDH, and cleaved 
PARP. B) Levels of expression were quantified using scanning densitometry using lmageJ 
software. GAPDH expression was used as a loading control. The relative levels of protein 
expression were normalized to those seen in the respective control (value= 1) and indicated by 
x-fold. Statistically significant differences were calculated by one-way ANOV A followed by 
Dunnett' s test (* P < 0.05, ** P < 0.01 , and *** P < 0.001 versus control). Data are 
representative of three independent experiments. 
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Fig. 7. XFC extract inhibits CDK4 and cyclin D3 in SKOV-3 ovarian cancer cells. Human 
ovarian clear cell carcinoma (ES-2) and human ovarian adenocarcinoma (SKOV-3) cells 
were cultured as described in the Methods section. Treatment with increasing concentrations 
of XFC was performed in serum-free media for 24 hours. Cell lysates were harvested, then 
processed for A) SOS-PAGE and Western blotting in order to assess the expression Jevels of 
Cdk2, Cdk4, Cdk6, Cyclin Dl , Cyclin D3 , p27, and GAPDH. B) Levels of expression were 
quantified using scanning densitometry using ImageJ software. GAPDH expression was used 
as a loading control. The relative levels of prote in expression were normalized to those seen 
in the respective control (value= 1) and indicated by x-fold. Statistically significant 
differences were calculated by one-way ANOVA fo llowed by Dunnett' s test(* P < 0.05, ** 
P < 0.01 , and *** P < 0.001 versus control). Data are representative of three independent 
experiments. 
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Fig.8. SKOV-3 ovarian cancer cells are resistant to the impact of XFC in a wound-healing 
assay. A) Photomicrographs of ES-2 and SKOV-3 cell migration, in the presence or not of 60 
µg/ml XFC, to the scratched zone at different time points (magnification, x20). B) 
Quantitative assessment of ce ll s migrated into the scratched zone. For each condition, 
representative fie lds within the scratch were photographed. Data is representative from two 
independent experiments and are presented as a percentage of cell migration into the 
scratched zone in each culture medium group (control, 100%). 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION 

Le cancer de l'ovaire représente la cause la plus importante de décès parmi les tumeurs 

malignes gynécologiques. Le cancer épithélial de l'ovaire, appelé aussi carcinome, est le plus 

fréquent, totalisant ensemble plus de 90 à 95% de tous les cas (McCluggage, 2011 ). Le 

carcinome de l'ovaire est souvent asymptomatique et difficile à détecter, attendu que le 

diagnostic survient généralement après la dissémination de la maladie au-delà des ovaires 

(Colombo et al., 2012). La plupart des patientes atteintes du carcinome de l'ovaire sont 

diagnostiquées à un stade avancé (stade III-IV, FIGO), et jusqu'à 70% de celles traitées avec 

une approche curative finissent par récidiver et succomber à leur maladie (Coleman et al., 

2013). Le taux de survie globale de cinq ans généralement est de seulement 30 à 40% chez 

les femmes atteintes du cancer de l'ovaire avancé (Reid et al., 2017). 

Bien que la chimiothérapie centrée à base de platine et de taxol, qui est actuellement la 

modalité de traitement de choix du cancer de l'ovaire, réduise significativement les taux de 

mortalité et prolonge le temps de survie des patientes, le principal obstacle au succès du 

traitement du cancer de l'ovaire est le développement de la pharmacorésistance à la 

chimiothérapie combinée. Les taux de réponse de chimiothérapie initiale pour les régimes 

standard dans le cancer de l'ovaire épithélial varient de 60 à 75%, indiquant qu'au moins 20% 

des patientes sont résistantes à la chimiothérapie de première ligne (Sandercock et al., 2002). 

Cependant, parmi celles qui répondent positivement au traitement de première ligne, une 

proportion rechute dans les 6 mois après leur traitement initial, ce qui indique une maladie 

résistante au platine. Ces patientes ont typiquement un faible taux de réponse à la 

chimiothérapie de deuxième ligne administrée (<15%), avec une survie sans progression de 

3-4 mois et une survie médiane inférieure à une année (Davis et al., 2014). Tandis que les 

patientes avec un intervalle sans traitement de plus de 12 mois ont un pronostic plus 

favorable. Néanmoins, la majorité d'entre elles finissent par succomber à la résistance à la 

chimiothérapie à la fois à base de platine et d'autres thérapies dans un délai de cinq ans 

(Borley & Brown, 2015). Malheureusement, malgré les progrès médicaux accomplis, ce type 
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de cancer a conservé son mauvais pronostic. Le taux de mortalité pour cette maladie n'a pas 

changé beaucoup pendant les 50 dernières années. De toute évidence, il est nécessaire de 

progresser davantage dans la résolution de ce problème. 

Depuis plusieurs années déjà le lien entre la diminution dans l'incidence de certains cancers et 

la diète est désormais d'une évidence indéniable. De nombreuses études basées sur la 

population ont mis en évidence la capacité des macronutriments et des micronutriments dans 

les légumes et les fruits à réduire le risque de cancer (Surh, 2003). Récemment, l'attention a 

été concentrée sur les composés phytochimiques dérivés de plantes qui possèdent des 

propriétés anticancéreuses. De nombreuses études ont démontré que les composés 

phytochimiques chimiopréventifs peuvent bloquer l'initiation ou inverser le stade de 

promotion de la cancérogenèse en plusieurs étapes. Ils peuvent également arrêter ou retarder 

la progression des cellules précancéreuses en cellules malignes (Brausi et al., 2008; Cragg & 

Pezzuto, 2016; Newman & Cragg, 2007; Nobili et al., 2009). Dans ce sens, un extrait 

chloroformique obtenu à partir des parties aériennes de la plante Xanthium strumarium L. 

provenant de la flore médicinale cubaine a donc été testé sur deux lignées d'adénocarcinome 

ovarien, un sensible et l'autre résistante aux médicaments chimiothérapeutiques. Nous avons 

démontré que les composés phytochimiques présents dans cet extrait végétal sont capables de 

bloquer la prolifération cellulaire in vitro en altérant la dynamique des microtubules, affectant 

aussi la transition métaphase-anaphase, provoquant l'arrêt du cycle cellulaire et induisant 

l'apoptose par la catastrophe mitotique. 

Inhibition de la prolifération cellulaire par l'extrait chloroformique de Xanthium strumarium 

L. (XFC) 

Au cours de nos travaux, nous avons d'abord évalué l'effet antiprolifératif de l'extrait végétal 

sur six lignées cellulaires cancéreuses d'origine humaine, dont deux étaient des 

adénocarcinomes du sein, deux adénocarcinomes colorectaux et deux adénocarcinomes 

d'ovaire. Nous avons remarqué que l'extrait XFC a inhibé la prolifération cellulaire des six 

lignées cellulaires en fonction de la concentration. 
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La composition phytochimique de l'extrait de X strumarium utilisé dans le présent travail a 

été rapportée par Ferrer et al., dont le travail d'origine a été l'inspiration pour le 

développement de ce projet de recherche. La préparation de la fraction chloroformique a été 

effectuée au sein du laboratoire de ces groupes d'auteurs afin d'obtenir la même fraction avec 

les composants actifs déjà rapportés (Ferrer et al., 2016). Les résultats rapportés par Ferrer et 

al., ont montré l'activité cytotoxique de la fraction chloroformique de X strumarium sur 

différentes lignées cellulaires cancéreuses, et identifié le (-)spathulénol comme le métabolite 

sesquiterpènique responsable de cette activité. De même, d'autres études ont rapporté que 

l'extrait contient des sesquiterpènes lactones, reconnus comme les métabolites responsables 

de la plupart des activités biologiques de cette espèce, principalement isolés lors de 

l'extraction au chloroforme (Li et al., 2013; Ramirez-Erosa et al., 2007; Rozenblat et al., 

2008; Takeda et al., 2013; Vasas & Hohmann, 2011; Zhang et al., 2012b). De plus, plusieurs 

autres phytochimiques sont contenus dans l'extrait tels que les flavonoïdes, les glycosides, les 

phytostérols, les acides phénoliques, les xanthiazones et il est raisonnable de penser qu'ils 

sont également responsables des propriétés anticancers ou qu'ils agissent en synergie entre 

eux. 

Bien que l'extrait ait montré une inhibition de la prolifération cellulaire de plus de 50% sur 

toutes les lignes évaluées, il s'est montré plus efficace à inhiber la prolifération des deux 

lignées de cancer de l'ovaire. En comparant les valeurs d'ICso (figure 3.lB), il est constaté 

que les deux adénocarcinomes d'ovaire (ES-2 et SKOV-3) étaient les plus affectés par 

l'extrait chloroformique de X strumarium. À la suite de ce résultat, nous avons dirigé nos 

recherches sur ces deux modèles cellulaires en tenant compte du fait qu'il était très intéressant 

de faire un travail comparatif entre deux lignées cellulaires avec la même origine 

histologique, mais avec de grandes différences dans leurs caractéristiques de 

pharmacorésistance. La lignée cellulaire ES-2 a été décrite comme un carcinome ovarien à 

cellules claires peu différenciées. Les cellules ES-2 expriment de faibles taux de P

glycoprotéine et se caractérisent par une résistance faible à modérée à un certain nombre 

d'agents chimiothérapeutiques, y compris la doxorubicine, le cisplatine, la carmustine, 

l'étoposide et la cyanomorpholinodoxorubicine (MRA-CN) (Lau et al., 1991). Tandis que la 

lignée cellulaire SKOV-3, un adénocarcinome modérément bien différencié, présente des 
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mutations génomiques dans le gène TP53, est naturellement pharmorésistante au facteur de 

nécrose tumorale et à plusieurs médicaments cytotoxiques, y compris le cisplatine et la 

doxorubicine (Y an et al., 2007; Yu et al., 1993 ). 

En somme, les résultats obtenus sur l'inhibition ici par notre extrait démontrent donc un 

potentiel intéressant et prometteur dans la prévention de la formation des tumeurs solides de 

l'ovaire. De façon intéressante, ces données montrent que le contenu en phytochimiques 

actifs dans notre extrait de X strumarium possède une forte action antiproliférative, même 

sur une lignée très résistante aux médicaments anticancéreux, résultats qui sont représentés 

pour la première fois dans notre travail et pour lequel il est donc impossible encore de 

comparer aux données de la littérature. 

Perturbation du cycle cellulaire et induction de l'apoptose par l'extrait XFC 

Étant donné que la résistance à l'apoptose est une caractéristique principale acquise par les 

cellules cancéreuses (Hanahan & Weinberg, 2000), il est important d'étudier les voies de 

mort cellulaire et de résistance pour sensibiliser les cellules à la mort et contrer ou contourner 

la chimiorésistance tumorale. La sensibilisation à la mort cellulaire est, en effet, un axe 

thérapeutique important dans la lutte antitumorale. Dans ce but, afin d'approfondir notre 

compréhension du potentiel antiprolifératif d'extrait XFC, nous avons voulu étudier 

l'induction de la mort cellulaire ainsi que la phase et les protéines régulatrices du cycle 

cellulaire. 

De façon générale, le traitement avec l'extrait de X strumarium a révélé que les deux lignées 

cellulaires ont induit un arrêt du cycle cellulaire dans la phase G2/M ( croissence et mitose), 

bien qu'un effet plus prononcé ait été observé dans les cellules plus sensibles (ES-2) que dans 

les cellules résistantes (SKOV-3). La division cellulaire est constituée de plusieurs étapes 

hautement régulées et synchronisées par des protéines intervenant transitoirement et dans 

un ordre précis. Par conséquent, la plupart des cancers proviennent d'anomalies dans la 

régulation de la division cellulaire et/ou de l'apoptose. Nombreux sont les exemples, dans les 

tumeurs humaines, de surexpressions de cyclines, de mutations de CDKs, de mutations ou 

même de délétions des inhibiteurs naturels (Evan & Vousden, 2001 ). Dans notre étude, les 
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résultats obtenus sur l'arrêt des cellules tumorales dans la phase G2/M sont soutenus par des 

perturbations au niveau des protéines régulatrices du cycle, variant selon la lignée cellulaire. 

Pour les cellules ES-2 par exemple, les cyclines Dl et D3 ainsi que la kinase Cdk2 ont été 

inhibées de façon plus efficace, ce qui pourrait expliquer le plus grand pourcentage de 

cellules arrêtées en G2/M. La phase G2/M est contrôlée par les complexes formés des 

cyclines A et B et des kinases Cdkl et Cdk2, alors les cellules sont bloquées dans cette phase 

lorsque l'une de ces protéines est diminuée (Malumbres & Barbacid, 2009). Dans le cas des 

cellules SKOV-3 résistantes, l'extrait a causé une accumulation des cellules en G2/M 

accompagnée d'une augmentation de la fraction de cellules en phase sub-G 1, caractéristique 

des cellules apoptotiques. Cependant, aucun changement significatif n'a été observé dans les 

niveaux d'expression protéiques de Cdk2, Cdk6, cycline Dl et D3, tandis que les protéines 

Cdk4 et p27 ont diminué en fonction de l'augmentation de la concentration de l'extrait XFC. 

La diminution de l'expression des protéines formant le complexe cycline D:Cdk4/6 et p27 

suggère généralement un arrêt des cellules en Gl, mais il est également possible que ce soit à 

cause des cellules bloquées dans la phase G2/M, car celles-ci ont été désengagées du cycle et 

conservent une faible expression. Ces résultats concordent avec d'autres études qui ont 

montré des interférences dans le cycle cellulaire, mais seulement des constituants isolés de 

plantes du genre Xanthium, en tant qu'entités indépendantes (Bui et al., 2012; Kovacs et al., 

2009; Li et al., 2013; Takeda et al., 2013). 

De plus, des mesures par cytométrie en flux ont révélé l'induction de la mort cellulaire 

programmée par l'extrait XFC, suite à l'arrêt du cycle cellulaire des deux modèles cellulaires 

cancéreux ovariennes. Les cellules plus sensibles ES-2 ont montré une forte induction de 

l'apoptose dépendant de la concentration de l'extrait contrairement aux cellules plus 

résistantes SKOV-3 qui ont montré être plus sensibles à l'induction de la nécrose plutôt qu'à 

l'apoptose. Nos résultats obtenus sur l'induction de l'apoptose dans la lignée cellulaire ES-2 

sont supportés par l'obtention de l'augmentation de la quantité de PARP clivée de façon dose 

dépendante de l'extrait XFC. En tant que protéine de signalisation importante impliquée dans 

la réparation de l'ADN et dans l'apoptose, la PARP est clivée par les caspases effectrices -3 et 

-7 lorsque survient l'apoptose. Par conséquent, le clivage de PARP est largement utilisé 

comme marqueur de l'apoptose (Liu et al., 2014a). En outre, nous avons constaté que l'extrait 
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XFC inhibait l'activation d' Akt, une kinase que joue des rôles critiques dans la signalisation 

de la survie des cellules de mammifères et a été rapportée pour être activée dans divers 

cancers (Chang et al., 2003; Clarke, 2003). Il est bien connu que l'activation d' Akt favorise 

la survie cellulaire en activant la voie de signalisation NF-KB (Bai et al., 2009; Ozes et al., 

1999) et en inhibant l'apoptose par l'inactivation de plusieurs facteurs pro-apoptotiques, par 

exemple en ciblant la protéine apparentée à Bcl-2 pro-apoptotique, BAD (Downward, 2004; 

Shultz et al., 2010). Il affecte également la réponse transcriptionnelle aux stimuli 

apoptotiques, par exemple en agissant sur la transcription de la caspase-9 (Shultz et al., 2010) 

Cette kinase a également été considérée comme une cible intéressante pour la prévention et le 

traitement du cancer. Plusieurs composés phytochimiques dont la génistéine (une isoflavone) 

(Kikuno et al., 2008), la diosgénine (un stéroïde végétal) (Shishodia & Aggarwal, 2006), les 

curcuminoïdes (des composés polyphénoliques) (Aggarwal et al., 2005), l'EGCG (le flavanol 

le plus abondant du thé vert) (Tang et al., 2003) et les framboises noires (Huang et al., 2006) 

sont connus pour inhiber l'activation d'Akt. 

En plus, nous avons obtenu une augmentation de la phosphorylation du NF-KB p105 induite 

par l'extrait et il a été démontré que l'activation du NF-KB possède à la fois des fonctions pro

et anti-apoptotiques dans divers types cellulaires (Baichwal & Baeuerle, 1997; 

Kochupurakkal et al., 2015; McNulty et al., 2001). Le facteur de transcription NF-KB est un 

régulateur de nombreuses fonctions telles que l'inflammation, l'angiogenèse, le cycle 

cellulaire, la différenciation, l'adhésion, la migration et la survie (Christian et al., 2016; Karin 

& Lin, 2002). Dans le contexte de la mort cellulaire, NF-KB contrôle divers facteurs de survie 

qui interfèrent avec les voies apoptotiques intrinsèques et extrinsèques (Karin & Lin, 2002). 

Cinq facteurs de transcription RelA, RelB, cRel, NFKB 1 (p 105 / p50) et NFKB2 (p 100 / p52) 

constituent la famille des facteurs de transcription de NF-KB. Tous les cinq codent pour le 

domaine de liaison à !'ADN d'homologie Rel (Hoffmann et al., 2006). Cependant, il a été 

rapporté que la protéine Rel pl 05, précurseur de la p50 de NF-KB, fonctionne aussi comme 

un inhibiteur en liant RelA (p65) et en la maintenant dans le cytoplasme (Kochupurakkal et 

al., 2015; McNulty et al., 2001). Il y a des études qui ont montré que dans les mélanomes, la 

voie NF-KB peut être altérée par l'augmentation de l'expression des sous-unités de NF-KB 

p50 et RelA (McNulty et al., 2001; Meyskens Jr et al., 2001). Il a été étudié que l'inhibition 
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de NF-KB empêche les tumeurs d'acquérir une chimiorésistance. Ainsi, divers inhibiteurs de 

NF-KB ont été développés pour sensibiliser les cellules tumorales aux chimiothérapies. 

Plusieurs agents diététiques comme la curcumine (Nakanishi & Toi, 2005; Surh et al., 2000), 

le resvératrol (Manna et al., 2000), le gingérol (Kim et al., 2004) et le flavopiridol (Takada & 

Aggarwal, 2003) sont des agents chimiopréventifs naturels qui se sont révélés être de 

puissants inhibiteurs de NF-KB in vitro et in vivo sur divers modèles de cancers. 

Parallèlement, les cellules ES-2 traitées avec l'extrait XFC ont présenté une diminution 

d'expression du facteur de transcription Nrf2 qui joue un rôle central dans l'activation d'une 

réponse antioxydante qui diminue les espèces réactives de l'oxygène (ROS), détoxifie les 

produits chimiques nocifs, et protège contre les dommages cellulaires. Nd2 régule une 

batterie de gènes qui jouent un rôle important dans une grande variété de fonctions, telles que 

l'homéostasie redox cellulaire, la croissance cellulaire et l'apoptose, la réparation de l'ADN, la 

réponse inflammatoire et la voie de dégradation médiée par l'ubiquitine (Homma et al., 2009; 

Zhang, 2006). Il a été démontré que la surexpression stable de Nrf2 augmente la résistance 

des cellules cancéreuses aux agents chimiothérapeutiques (Wang et al., 2008), tandis que sa 

déplétion ou la surexpression de Keapl, son inhibiteur, augmente la sensibilité (Qu et al., 

2010). De même, certaines études ont montré que les cellules cancéreuses de l'endomètre 

avec des niveaux élevés d'expression de Nrf2 étaient plus résistantes aux effets toxiques des 

médicaments anticancéreux, tandis que l'inactivation de Nrf2 pourrait augmenter l'efficacité 

de la chimiothérapie (Jiang et al., 2010). La voie de signalisation Nrf2 est une cible 

moléculaire commune pour une variété de produits naturels, qui exercent leurs activités 

chimiopréventives contre un large éventail de types de cancer (Surh et al., 2008). Par 

exemple, l'étude de Zhong et al., a montré que la résistance acquise des cellules MCF-7 du 

cancer du sein humain à la doxorubicine était liée à l'augmentation de l'expression endogène 

des gènes régulés par Nrf2 et Nrf2 (Zhong et al., 2013). En plus, il a également été démontré 

que le traitement avec la wogonine, l'un des flavonoïdes actifs isolés à partir de la racine de 

Scutellaria baicalensis Georgi, a diminué la quantité de Nrf2 totale et nucléaire et rétabli la 

sensibilité à la doxorubicine (Zhong et al., 2013). En outre, la quercétine, un flavonoïde 

abondant dans les fruits et les légumes, est connue pour exercer des activités 



75 

antiprolifératives contre les cellules tumorales par la dérégulation de la voie de signalisation 

Nrf2 (Lee et al., 2015; Tanigawa et al., 2007). 

Au contraire de tous ces résultats, dans les cellules SKOV-3 les plus résistantes aux agents 

chimiothérapeutiques aucun changement du niveau d'expression de p-Akt, Akt, Nrf2 et 

Survivine n'a été trouvé, cependant, une augmentation de PARP clivé et P- NF-KBplOS en 

fonction de la concentration de XFC a été détectée. Nos résultats nous ont amené à considérer 

que la mort cellulaire induite par l'extrait XFC dans les cellules plus résistantes pourrait être 

due soit à l'apoptose, soit à la nécrose. De ce fait, un mécanisme alternatif de catastrophe 

mitotique pourrait être impliqué dans notre modèle cellulaire. 

Conséquences de la perturbation de la mitose sur la prolifération cellulaire 

Les microtubules sont les principaux composants structuraux dynamiques de la formation du 

cytosquelette au cours du développement cellulaire, du maintien de la forme cellulaire, de la 

division cellulaire, du transport intracellulaire et du mouvement cellulaire (Cassimeris & 

Spittle, 2001; Nogales, 2000). Les médicaments de liaison aux microtubules sont utilisés 

comme agents anticancéreux pour le traitement de divers cancers. Parmi les inhibiteurs de la 

dynamique de microtubules, on retrouve des inhibiteurs de la polymérisation, par exemple le 

nocodazole et la vinblastine, et des fohibiteurs de la dépolymérisation comme le taxol, le 

docétaxel et le paclitaxel, et ceux-ci ont démontré une activité anticancéreuse puissante 

contre divers types de cancers humains (Jordan & Wilson, 2004; Mukhtar et al., 2014). Ces 

médicaments se lient à des sites distincts sur les microtubules ou aux dimères de tubuline et 

affectent la dynamique des microtubules en bloquant la phase G2/M, prolongeant ainsi le 

temps de transition de pro/métaphase à anaphase et induisant la mort cellulaire (Abal et al., 

2003; Botta et al., 2008). 

La détection par immunofluorescence de la tubuline a montré que X strumarium affecte la 

dynamique des microtubules dans les deux modèles cellulaires. Les résultats obtenus dans la 

quantification de la fluorescence de la tubuline montrent que l'extrait tend apparemment à 

favoriser la polymérisation de la tubuline, présentant un effet plus important sur la lignée 

cellulaire SKOV-3 la plus résistante. Plusieurs autres anomalies ont été observées dans la 
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structure de l'appareil mitotique. Les caractéristiques les plus remarquables étaient la 

formation de fuseaux mitotiques multipolaires due à l'agrégation d'autres pôles ressemblant à 

des asters, ainsi que des fuseaux monopolaires dus à la non-séparation des centrioles, les 

défauts d'assemblage des microtubules qui ont conduit à des structures désorganisées, des 

chromosomes désalignés et des fuseaux complètement fragmentés. Les cellules résultant de 

telles mitoses forment des cellules contenant des micronoyaux en interphase. Ces 

micronoyaux sont visibles dès la cytokinèse, où l' ADN se décondense et la membrane 

nucléaire se reforme. Ces résultats valident le fuseau mitotique comme une cible moléculaire 

de l'espèce X strumarium et corroborent l'interférence avec la dynamique des microtubules 

qui a causé une mauvaise ségrégation des chromosomes qui pourrait suggérer l'activation de 

point de contrôle de l'assemblage du fuseau ou « spindle assembly checkpoint » (SAC) avec 

un arrêt prolongé du cycle cellulaire en mitose, spécifiquement en métaphase et de cette 

façon, augmente la susceptibilité des cellules à souffrir d'apoptose. 

En mitose le déclenchement de l'anaphase est un événement très synchronisé qui doit être 

finement régulé pour éviter les erreurs de ségrégation. La séparation des chromosomes est 

déclenchée par l'activation del' APC/C « Anaphase Promoting Complex / Cyclosome » dont 

nous avons vu le rôle pour adresser des protéines spécifiques au protéasome (Smits & 

Medema, 2001). Le point de contrôle du fuseau va jouer un rôle essentiel dans la régulation 

de l' APC/C pour coordonner le déclenchement de l'anaphase avec l'attachement et 

l'alignement de tous les chromosomes (Wassmann, 2013). Il est primordial d'éviter une 

activation précoce de l' APC/C tant que les chromosomes ne sont pas correctement attachés 

en métaphase, car sinon ceux-ci peuvent ségréger du même côté et créer des aneuploïdies. 

C'est le point de contrôle du fuseau ou SAC qui permet de contrôler que l'anaphase ne 

démarre pas tant que tous les chromosomes ne sont pas tous correctement attachés au fuseau. 

Pour cela, le SAC maintient l' APC inactif afin d'empêcher la dégradation de la cycline B 

(Gary S. Stein & Pardee, 2004). Néanmoins, ce point de contrôle n'est pas absolu. Lorsque le 

fuseau mitotique est perturbé par des inhibiteurs des microtubules, le point de contrôle est 

activé et les cellules s'arrêtent en métaphase. Après un certain temps passé en métaphase, les 

cellules peuvent échapper au point de contrôle et sortir de la mitose sans pour autant avoir 

séparé leur ADN ni s'être clivées en deux cellules filles (Andreassen & Margolis, 1994; Brito 
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& Rieder, 2006). Les cellules tétraploïdes résultantes sont alors incapables de poursuivre un 

cycle cellulaire normal et restent arrêtées en pseudo-phase G 1 (Rieder & Maiato, 2004 ). Ce 

phénomène a reçu le nom de « mitotic slippage » et l'arrêt résultant celui de « post-mitotic 

checkpoint » (Brito & Rieder, 2006). 

D'autre part, les médicaments perturbateurs des microtubules peuvent également déclencher 

la mort cellulaire via la voie de la catastrophe mitotique (Nabha et al., 2002). La réponse aux 

dommages à l'ADN et les points de contrôle du cycle cellulaire des cellules cancéreuses les 

rendent plus vulnérables à la catastrophe mitotique (Burns et al., 2003). La catastrophe 

mitotique a été décrite comme une forme aberrante de mitose associée à diverses altérations 

de l' ADN ou du fuseau mitotique (notamment des microtubules), couplée au 

dysfonctionnement des systèmes de contrôle (checkpoints) du cycle cellulaire (Castedo et al., 

2004a). Les DNA structure checkpoints permettent d'arrêter le cycle cellulaire en 02/M en 

réponse à un défaut de réplication ou à une altération de l'ADN, alors que SAC prévient 

l'anaphase pour assurer l'attachement des chromatides d'un même chromosome aux pôles 

opposés du fuseau mitotique. Étant donné que les cellules cancéreuses présentent 

fréquemment des déficiences des checkpoints du cycle cellulaire, elles sont particulièrement 

sensibles à l'induction de la catastrophe mitotique par de tels agents (Castedo et al., 2004a). 

En plus, la catastrophe mitotique peut être également provoquée par fusion entre des cellules 

en mitose et des cellules en phase Sou 02, conduisant à l'induction d'une mitose prématurée 

des noyaux interphasiques (Castedo & Kroemer, 2004; Castedo et al., 2004b), tel que nous 

avons observé dans notre étude. 

Nos résultats confirment les résultats publiés précédemment par Sanchez-Lamar et al., qui 

ont montré aussi que le traitement avec le l'extrait total de X strumarium inhibe l'assemblage 

de fuseau mitotique affectant ainsi fortement la mitose (Sanchez-Lamar et al., 2016). En plus, 

ces résultats sont cohérents avec les données rapportées par Piloto Ferrer et al., montrant une 

action anti-tubuline et antiproliférative de l'extrait complet de X strumarium ciblant 

spécifiquement la progression mitotique chez cellules de mammifères (Piloto Ferrer et al., 

2011). 



CONCLUSION ET PERSPECTIVES 

En somme, nous avons démontré et caractérisé les propriétés anticancéreuses de l'extrait de 

Xanthium strumarium envers deux lignées cancéreuses ovariennes humaines qui se 

caractérisent pour être soit sensibles (ES-2), soit résistantes (SKOV-3) à la chimiothérapie. 

Cette étude nous a permis de démontrer pour la première fois la capacité de l'extrait X 

strumarium à inhiber la prolifération chez des cellules de cancer de l'ovaire très résistantes à 

plusieurs médicaments anticancéreux. Dans cette étude, nous avons mis en évidence que le 

mode d'action de l'extrait s'exerce sur le fuseau mitotique et constituait sa principale cible 

d'action en interférant avec sa dynamique en affectant la tri:insition métaphase-anaphase 

menant à une apoptose par la catastrophe mitotique. 

La chimioprévention par des composés phytochimiques comestibles est maintenant 

considérée comme une approche peu coûteuse, facilement applicable, acceptable et accessible 

pour la lutte contre le cancer et sa gestion. Les composés naturels qui ciblent les microtubules 

et perturbent le fonctionnement normal du fuseau mitotique, tels que les taxanes, les vinca

alcaloïdes et les épothilones, se sont révélés être l'une des meilleures classes de médicaments 

chimiothérapeutiques contre le cancer disponibles à ce jour dans les cliniques. Des recherches 

approfondies menées depuis un demi-siècle ont permis d'identifier différentes cibles 

moléculaires qui peuvent potentiellement être utilisées non seulement pour le traitement du 

cancer, mais aussi pour la prévention, et notre recherche s'inscrit dans cette optique de 

prévention et traitement. 

Cependant, nous avons étudié seulement deux lignées cellulaires, ce qui représente une 

proportion limitée des cancers ovariens et constitue donc un frein important de notre 

recherche. Pour remédier à cela, l'utilisation d'autres lignées cellulaires de cancer ovarien est 

à envisager afin d'obtenir un échantillon plus représentatif de tous les cancers ovariens au 

sein de la population et avoir une plus grande diversité cellulaire. De plus, plusieurs 

expériences complémentaires pourraient être réalisées par exemple, étudier les niveaux 

d'expression de plusieurs autres biomarqueurs protéiques impliqués dans le cycle cellulaire, 

le point de contrôle du fuseau et de l'apoptose. Effectuer des études de modélisation pour 
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identifier le site de liaison avec la tubuline et spécifier ainsi le mécanisme en tant qu'agent 

stabilisant suggéré dans cette recherche. Il serait également intéressant d'étendre l'étude à 

d'autres cancers, par exemple ceux du sein et de l'utérus, pour vérifier l'application de nos 

résultats. Éventuellement, une fois que ce potentiel a été établi in vitro, il serait plus que 

pertinent de vérifièr cet aspect in vivo, chez des souris, afin de conclure si les résultats 

obtenus peuvent être reproduits dans un modèle vivant. 
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