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Liste des abréviations

ACE = Antigene carciembryonnaire
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IARC = International agency for research on cancer

INCa = Institut National du cancer

IPHC = Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien

MMP = Métalloprotéinase matricielle

OMS = Organisation Mondiale de la Santé

PBS = Phosphate-bufferet saline
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Introduction

Le cancer est une pathologie caractérisée par la présence d’une ou plusieurs tumeurs malignes
formées a partir de la transformation par mutations ou instabilité génétique d’une cellule initialement
saine, et qui devient par définition une cellule cancéreuse. Les cellules cancéreuses sont définies par
dix caractéristiques identifiées par Hanahan et Weinberg!!! comme le maintien des signaux de
proliférations, I’échappement au contrdle de croissance, 1’échappement au systéme immunitaire,
I’activation incontrdlée de la réplication, la favorisation de I’inflammation de la tumeur, 1’activation et
I’invasion par les métastases, 1’induction d'angiogenése, I’instabilité génomique et les mutations, la

résistance a la mort cellulaire, et enfin le déréglement de 1’énergie cellulaire (Figure I).
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Figure 1 : Cibles thérapeutiques selon les caractéristiques du cancer!!!

Malgré de grandes avancées dans la prise en charge et le traitement, le cancer demeure une cause
majeure de déces dans le monde et un enjeu de santé publique prioritaire. En 2018, on déplorait pres de
157400 déces en France liés au cancer. La mortalité au niveau mondial a quant a elle atteint 10

millions de personnes en 2020 selon 'TARC!?,
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Figure 2 : Nombre et pourcentage de déces par cancer en France en 2018 (Panorama des cancers en

France - Edition 2022 Edité par ’Institut national du cancer (INCa))

Il existe plusieurs traitements anticancéreux qui ont pris une place importante dans la lutte contre cette
maladie depuis plusieurs années, comme notamment la chirurgie, la chimiothérapie,
I’hormonothérapie, I’immunothérapie, les thérapies ciblées, la radiothérapie ou encore la
radiofréquence. Historiquement, les médicaments anticancéreux étaient des traitements visant
majoritairement a détruire les cellules cancéreuses plutdt qu’a corriger leurs déréglements, ce qui
donne lieu a des effets secondaires importants, notamment la destruction simultanée des cellules
saines. Il est difficile dans ces conditions de trouver un traitement qui soit a la fois siir et avec peu
d’effets secondaires importants. De méme, on peut parfois constater une efficacité variable des
médicaments sur les cellules cancéreuses ; soit par rapport au mécanisme d’action du médicament qui
se révele peu efficace, soit par manque de reconnaissance des cellules cancéreuses et donc de
sélectivité, soit par manque de biodisponibilité, ou encore par le développement de mécanismes de

défenses ou de résistances de la part des cellules cancéreuses.

Parallelement, 1’étude des toxines protéiques produites par des bactéries et de leur mode d’action a
permis de comprendre certaines interactions entre la bactérie et son environnement®!. Grace a la

compréhension de ces mécanismes d’action, la spécificité de cible de ces toxines met en lumicre un



potentiel intéressant du point de vue de la capacité de ces molécules a cibler certaines cellules aux
dépens d’autres. Ceci est d’autant plus prometteur qu’un potentiel anticancéreux'¥ a pu étre découvert
pour certaines toxines bactériennes. Ceci laisse supposer que leur spécificité d’action permettrait
d’envisager une activité ciblée contre les cellules cancéreuses, tout en évitant la destruction de cellules

saines.

Ce travail de theése explore ’effet anticancéreux de différentes bactériocines, en commencant par des
généralités concernant leurs propriétés physico-chimiques et leurs activités, avant de présenter des

résultats expérimentaux obtenus contre des cellules cancéreuses.

I) Les bactériocines, généralités concernant ces toxines bactériennes

D’un point de vue historique, la découverte des bactériocines remonte a 1925 quand André Gratial®! a
révélé la production de colicine V par Escherichia Coli contre d’autres souches d’Escherichia Coli™.
Cependant, la recherche sur les bactériocines n’a réellement pris de 1’ampleur que durant les 25
dernieres années avec la découverte et la publication de nombreuses nouvelles structures et leur

classification.

1. Définition

La définition propre des bactériocines a évolué au cours du temps avec la découverte de
nouvelles structures. Cependant, on peut s’appuyer sur la définition de Klaenhammer de 1988161, Les
bactériocines sont définies comme des peptides ou complexes peptidiques produits chez les bactéries
par voie ribosomique; et qui possedent une activité antimicrobienne contre des bactéries proches de la
souche productrice. Il s’agit de peptides de 20 a 60 acides aminés pouvant étre bactéricides ou
bactériostatiques!”, et qui sont sécrétés dans le milieu extracellulaire aprés avoir subi ou non des
modifications post-traductionnelles. De plus, une bactérie peut produire plusieurs types de
bactériocines, et tous les producteurs synthétisent également des protéines d’immunité contre leurs

propres bactériocines.

La production des bactériocines joue un réle déterminant dans la compétition entre les bactéries dans
’environnement!®!. Ainsi, des bactéries vivant dans le méme milieu que la souche productrice d’une
bactériocine peuvent étre ciblées par cette derniere qui se fixe sur des récepteurs membranaires et

induit la formation de pores et la mort cellulaire .
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Ces toxines bactériennes sont inoffensives pour I’Homme, car elles sont détruites par les enzymes
gastriques lors de I’ingestion par voie orale. C’est pourquoi certaines sont couramment utilisées dans
I’industrie alimentaire en tant qu’agents antimicrobiens, la plupart étant dirigées contre un agent

pathogéne alimentaire comme Listeria monocytogenes®1!,

2. La nomenclature

La nomenclature des bactériocines correspond en général a la combinaison de différents
préfixes et suffixes. En effet, on retrouve dans la majorité des cas un préfixe composé du nom du genre
ou de I’espéce de la bactérie productrice, et le suffixe -cine™®!°, On retrouve ainsi la lactacine,
produite par Lactobacillus acidophilus ; ou encore la megacine produite par Bacillus megaterium.
Cependant, cette nomenclature n’est pas universelle. En effet, certains noms de bactériocines dérogent
a cette regle comme par exemple la nisine, produite par Lactococcus lactis, ou encore la mersacidine,

produite par Bacillus subtilis.

3. La biosynthese des bactériocines

La biosynthese des bactériocines se fait par voie ribosomique dans le cytoplasme de la bactérie
productrice, et elle est dépendante de la présence d’opérons généralement portés par des plasmides!!!,
En général, les bactériocines sont d’abord produites sous une forme inactive, puis elles sont
transportées vers le milieu extérieur!!?. Certaines bactériocines sont toutefois codées par des génes
portés par le chromosome!'!, comme la nisine par exemple!'*!. Les génes codant pour les bactériocines
peuvent ainsi étre chromosomiques ou plasmidiques!’>. Le Tableau I présente quelques exemples de

genes de structure de bactériocines et leurs localisations.
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Tableau 1 : Localisations des génes de structure de quelques bactériocines %!
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Les genes codant pour les bactériocines sont organisés en opérons, un groupe de genes co-régulés

codant pour le gene de structure de la bactériocine, mais aussi pour un ensemble de peptides et

protéines responsables du systeme de régulation de la production de la bactériocine ; du systeme de

maturation et de transport de la bactériocine vers le milieu extracellulaire ; et de I’'immunité du

producteur vis-a-vis de sa propre bactériocine!!8I 1191201 Une illustration de 1’organisation des

opérons des bactériocines est donnée dans la Figure 312!,
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Figure 3 : Exemple d’organisation des opérons permettant la production des bactériocines!".
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Cette organisation est toutefois tres variable selon la souche productrice et la classe de bactériocine. En
effet, la production de certaines bactériocines, comme la divergicine A, ne nécessite la présence que de
deux geénes/?”/. De méme, la lactococcine A et la mésentéricine Y105 sont produites par quatre et cing
génes, respectivement!/2//[22]_Par opposition, la nisine A nécessite I’intervention de onze génes

différents. Ces exemples sont représentés dans la Figure 4/%%/.
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Figure 4 : Représentation des opérons pour la divergicine A (A), la lactococcine A (B), la

mésentéricine Y105 (C) et la nisine A (D)/?*!

Légende :

dvnA, IcnA, mesY, nisA : genes de structure des bactériocines

dviA, IciA, mesl, nisl, nisF, nisE, nisG : génes d’ immunité

IenC, IenD : genes du transporteur ABC

mesE, mesD : génes d’export

nisT, nisC : génes du transporteur ABC

nisB : géne de production d’une protéine de maturation post-traductionnelle
nisP : géne d’une protéase clivant le précurseur de nisine

nisR, nisK : génes du systeme de régulation

mesC : gene de protéine non identifiée

Les bactériocines sont généralement traduites sous une forme inactive au sein de la souche productrice
grace a une séquence leader N-terminale, qui est par la suite éliminée au niveau du transporteur
membranaire pour donner la bactériocine active qui est libérée dans le milieu extracellulaire!??!. Cette
maturation post-traductionnelle ne concerne toutefois pas toutes les bactériocines, certaines étant

synthétisées sans séquence leader.

4. L’immunité et la résistance

Les bactériocines sont produites au cours de la phase exponentielle de croissance de la bactérie
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productrice de telle sorte que la quantité maximale est atteinte au début de la phase stationnaire!?*!,
Elles sont ensuite dégradées par la bactérie productrice elle-méme. De plus, comme abordé
précédemment, les souches productrices de bactériocines produisent également une protéine
d’immunité associée!?12], Celle-ci permet a la souche productrice de se protéger contre sa propre
bactériocine, notamment en occupant le récepteur potentiel de la bactériocine afin de I’empécher de s’y
fixer. De plus, il a également été déterminé qu’une protéine d’immunité permet également, dans

certains cas, de prévenir I’action de bactériocines proches de la bactériocine produite!?”!,

Pour certaines classes de bactériocines, I’'immunité de la souche productrice peut étre basée sur deux
mécanismes : le maintien de la concentration intracellulaire en dessous d’un seuil critique!?®! ; et 1a
fixation de la protéine d’immunité a la surface externe de la membrane pour empécher la formation de
pores au niveau de la membrane *°!. Ces deux mécanismes complémentaires assurent I’immunité de la

souche productrice!'!l.

Cependant, il faut distinguer I’immunité de la souche productrice face a sa propre bactériocine, et la
résistance acquise contre d’autres bactériocines!'!!. En effet, certaines bactéries peuvent acquérir une
résistance face aux bactériocines produites par d’autres souches, en particulier aprés une exposition
répétée a ces bactériocines. La résistance peut étre basée sur des mécanismes variés, comme des
changements de la composition et de la structure membranaires, voire de la paroi, dans le but de limiter
la perméabilité aux bactériocines et leur fixation a la membrane!*?!, La production d’enzymes
capables de dégrader les bactériocines, comme la nisinase qui permet d’inactiver la nisine, est

également un mécanisme de résistance possible!*?!.

5. La distinction entre les bactériocines et les antibiotiques

Les bactériocines et les antibiotiques se distinguent sur plusieurs points qui sont répertorié€s dans le
Tableau 2!'%!. La différence majeure entre les antibiotiques et les bactériocines est que ces derniéres
sont synthétisées par voie ribosomique alors que les antibiotiques sont, en majorité, des métabolites
secondaires 28 En outre, les bactériocines ont des spectres d’activités relativement étroits comparés a

ceux constatés chez les antibiotiques.

De plus, le mode d’action des antibiotiques et des bactériocines se distinguent également. Si les
bactériocines agissent aux niveaux de leur cible par insertion et formation de pore dans la membrane

de la cible, ou par déstabilisation de la membrane ; les antibiotiques agissent sur des cibles diverses,
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comme la paroi cellulaire, la biosynthese de molécules ou encore des mécanismes intracellulaires de la

bactérie cible!®¥. Par exemple, I’amoxicilline couplée a de 1’acide clavulanique permet d’inhiber les
béta-lactamases produites par certaines bactéries, ou encore la rifamycine qui agit sur I’ARN-
polymérase ADN-dépendante et conduit a I’inhibition de la croissance bactérienne!**. D’autres

antibiotiques agissent au niveau de la paroi cellulaire, comme les céphalosporines de premiere

génération, qui inhibent la synthése du peptidoglycanel**.

Il est intéressant de noter qu’avec 1’augmentation de la résistance aux antibiotiques chez les souches

pathogenes, les bactériocines apparaissent de plus en plus comme une alternative viable aux

antibiotiques, elles font d’ailleurs I’objet de plusieurs études dans ce sens!!,

Tableau 2 :

Comparaison entre les bactériocines et les antibiotiques'"®!
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IT) Les différents types de bactériocines : classe, structure et mécanisme d’action

La classification des bactériocines est assez difficile, compte tenu de la grande variété de leurs
structures primaires et de leurs structures tridimensionnelles®®!. De plus, la découverte réguliere de
nouvelles bactériocines accentue cette difficulté de classification, qui est appelée a évoluer

régulierement au cours du temps.

Une premiere classification des bactériocines en quatre classes en fonction du mode d’action et de la
structure a été proposée par Klaenhammer en 1988 17!, On y trouve ainsi la classe I qui regroupe les
lantibiotiques, c’est-a-dire les bactériocines modifiées post-traductionnellement, la classe II qui
correspond aux bactériocines “pediocin-like” thermo-résistantes et non modifiées, la classe II qui
regroupe les bactériocines thermosensibles capables d’activité enzymatique et nommées les
bactériolysines, et enfin la classe IV qui renferme les bactériocines complexes!®®!. La classe II posséde

également des sous-classes (Figure 51%).
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Figure 5 : Classification des bactériocines reprise avec quelques modifications®%.(a) Classification
proposée par Klaenhammer (1993), (b) Classification proposée par Cotter et al. (2005) et (c)
Classification proposée par Heng et Tagg (2006 ).

Plus tard, en 2005, Cotter propose une nouvelle classification qui regroupe les bactériocines en

seulement trois classes : les lantibiotiques, les non-lantibiotiques et les bactériolysines®®! (Figure 51°).
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Enfin, une nouvelle classification est proposée en 2006 par Heng et Tagg qui prend en compte les
bactériocines produites par les bactéries & Gram positif et les bactéries 2 Gram négatif>*'“%! (Figure
5B, Le Tableau 3!*" ci-dessous illustre les exemples de la classification de Heng et Tagg selon les

classes et sous-classes des bactériocines.

Les bactériocines sont ainsi divisées en quatre classes dont certaines incluent des sous-classes : les
lantibiotiques ; les peptides non modifiés ; les protéines de haut poids moléculaires et les peptides

cycliques. Il s’agit de la classification qui semble étre la plus adoptée aujourd’hui.

Tableau 3 : Classification des bactériocines selon leurs classes, sous-classes et propriétés'*!!
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Pour la suite de ce texte, nous nous appuierons sur la classification proposée par Cotter (Figure 5°%).

A) Les bactériocines de classe I : les lantibiotiques

Les lantibiotiques regroupent les peptides antimicrobiens de petites tailles composés de 19 a 38
acides aminés et ayant subi des modifications post-traductionnelles aboutissant a la formation d’acides
aminés caractéristiques de ce groupe comme la lanthionine et la méthyl-lanthionine!*?!, comme illustré
par la Figure 6142,
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Figure 6 : Formation de la lanthionine et de la méthyl-lanthionine a partir des acides aminés sérine,

thréonine et cystéine par déshydratation et cyclisation!*?/.

Légende :
Dha: 2,3 -didehydroalanine
Dhb : 2,3-didehydrobutyrine

Au sein du groupe des lantibiotiques, on trouve deux sous-classes différenciées par leurs structures et
classées par Giinther Jung en 1991131 : 1a sous-classe Ia comme la nisine et la sous-classe Ib comme la

mersacidine. Une troisieme sous-classe Ic a ensuite été proposée pour lantibiotiques ne répondant pas

aux caractéristiques de ces deux sous-classes!**.

1. La sous-classe Ia : les lantibiotiques linéaires

La sous-classe Ia correspond aux lantibiotiques linéaires, comme la nisine, la subtilisine et
I’épidermine!*®! et présenté par la Figure 7. 1l s’agit des lantibiotiques amphiphiles ayant une structure

en hélice alpha et formant des pores membranaires dans les cellules cibles*”!,
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Figure 7 : Structures des lantibiotiques de la classe Ia*%!
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2. La sous-classe Ib : les lantibiotiques globulaires

Cette sous-classe correspond au groupe des lantibiotiques ayant une structure globulaire et dont

le mode d’action peut impliquer des réactions enzymatiques cellulaires!*3). On y retrouve la

mersacidine et la cinnamycine, et visible sur la Figure 8.

Figure 8 : Structures des lantibiotiques Ib!*%!
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De maniére générale, I’activité des lantibiotiques cible principalement la membrane cytoplasmique de

la cellule cible avec la formation de pores membranaires, mais peut également impliquer une inhibition

de la synthese de la paroi. Pour illustrer ces actions sur la cellule cible, on peut prendre pour exemple

la nisine de la sous-classe Ia, qui conduit 2 la formation de pores sur la cellule cible (Figure 9%°7).
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Figure 9 : Mécanisme d’action de la nisine impliquant la formation de pores membranaires'*’!

La perméabilisation par la formation de pores au niveau de la membrane de la cellule cible a lieu apres
une interaction de la nisine au niveau de la membrane cytoplasmique cible!*’!. Cette interaction est
possible grace aux charges opposées de la nisine et de la cible : en effet, la nisine chargée positivement
est attirée par des interactions électrostatiques avec la membrane cytoplasmique chargée
négativement®”), au niveau du lipide II de la membrane. La formation d’un complexe nisine-lipide I
aboutit ensuite a la formation de pores, et conduit inévitablement a la mort de la cellule cible. De plus,
il a été¢ mis en évidence qu’en plus de la formation de pores dans la membrane cible, la nisine posséde

également un effet inhibiteur de la formation du peptidoglycanel*!,

Le mécanisme d’action des bactériocines de la sous-classe Ib difféere de celui des bactériocines de la
sous-classe Ia par le fait que leur activité implique des perturbations de réactions enzymatiques
importantes, comme celles nécessaires a la croissance de la cellule cible®®!!. Par exemple, la
mersacidine, bactériocine de la sous-classe Ib, se lie au lipide II de la membrane cible, comme la
nisine. Cependant, cette liaison conduit a I’inhibition de la synthése de la paroi bactérienne en bloquant

la transglycosylation®!,
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B) Les bactériocines de classe II

Les bactériocines de classe Il représentent un groupe hétérogene de peptides antimicrobiens qui

ne subissent pas de modifications post-traductionnelles et qui sont thermostables>?!. Cette grande

classe de bactériocines comprend plusieurs sous-classes.
1. La sous-classe Ila : les “pediocine-like”

Les bactériocines de la sous-classe Ila correspondent a des bactériocines dites “pediocin-like”, ¢’est-a-
dire ayant une structure proche de celle de la pédiocine PA-1, et thermorésistantes>!. Ces
bactériocines sont également caractérisées par la présence de ponts disulfures et sont produites dans la
majorité des cas par des bactéries lactiques et actives contre les especes de Listeria>®'. Cette activité
est due a la présence dans la région N-terminale d’un motif dit “anti-Listeria” caractéristique de cette
sous-classe. On y retrouve la pédiocine PA-1 dont la structure est illustrée dans la Figure 11 ci-

dessous, I’entérocine A, la leucocine A ou encore la mésentérine A%,
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Figure 10 : Structure de la pédiocine PA-11>%

Le mécanisme d’action des bactériocines de cette sous-classe implique la formation de pores dans la
membrane de la cellule cible®®”1™8], Un modéle de mécanisme d’action a été proposé en 2007 par
Dzung Diel’®. Selon ce modele, les bactériocines de la sous-classe Ila pourraient interagir avec une

enzyme membranaire des bactéries 2 Gram positif, la mannose perméase phosphotransférase ou EII'
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Man, nécessaire au transport de sucres et composée de plusieurs sous-unités (Figure 117°%)).
L’interaction entre la bactériocine et les sous-unités de la mannose perméase phosphotransférase

aboutirait a la formation de pores membranaires et une fuite du contenu cellulaire.

bkl oomiatiiduiie

N

Figure 11 : Mécanisme d'action des bactériocines de classe Ial!
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2. La sous-classe IIb : les bactériocines a deux composants

Les bactériocines non modifiées qui composent cette sous-classe sont formées de deux peptides
différents et complémentaires'®”. L activité individuelle faible des deux peptides est amplifiée
lorsqu’ils agissent en synergie. Ils sont synthétisés sous forme de précurseurs avec un peptide leader
qui est clivé lors du transport de la bactériocine vers le milieu extracellulaire!®!). On retrouve dans cette
sous-classe la lactococcine G qui en fut la premiére bactériocine découverte!®!!, ou encore la lactocine
et la plantaricine.

La structure en hélice de la lactococcine G est représentée dans la_Figure 12/5%!. Des liaisons sont

visibles au niveau des glycines G7-G18 et G11-G22[62!,
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Figure 12 : Représentation des deux peptides composant la lactococcine G dans la membrane d’'une

cellule cible 16?1

Le mécanisme d’action des bactériocines de la sous-classe IIb se caractérise par une perméabilisation
de 1a membrane de la cellule cible!®. Cette perméabilisation conduit a la fuite du contenu cellulaire

comprenant ions et molécules essentielles.

3. La sous-classe Ilc : les bactériocines cycliques

La sous-classe Ilc regroupe les bactériocines caractérisées par une structure cyclique
impliquant une liaison covalente des régions N-terminale et C-terminale. Ceci leur confere une
stabilité structurale plus grande et une moindre sensibilité a la protéolyse comparativement aux autres
bactériocines linéaires [**. On retrouve dans cette sous-classe ’entérocine AS-48, la gasséricine A, la

reutéricine, la carnocycline ou encore la lactocycline!®.

La structure de I’entérocine AS-48, premiere bactériocine cyclique découverte, est présentée dans la
Figure 1350 La cyclisation de la bactériocine est réalisée par la liaison entre la méthionine N-

terminale et le tryptophane C-terminal.
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Figure 13 : Structure de [’entérocine AS-48/%

Le mécanisme d’action des bactériocines circulaires implique également la perméabilisation
membranaire de la cellule cible. Dans le cas de ’entérocine AS-48, des homodimeéres sont formés en
vue de la formation de pores dans la membrane (Figure 14/°71). Un premier dimére, FD-I, est formé par
des interactions hydrophobes entre les hélices de la bactériocine, puis un second dimere, FD-II, est

formé, suite a quoi la bactériocine s’inseére dans la membrane cible et y forme des pores.
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Figure 14 : Mécanisme d’action de l’entérocine AS-48 sous forme d’homodimeres!s’!

4. La sous-classe IId : la classe hétérogene

Les bactériocines linéaires n’appartenant a aucune des autres sous-classes forment la sous-
classe IId. Il s’agit donc d’une sous-classe tres hétérogene, sans caractéristiques communes
spécifiques. C’est le cas de la lacticine Q par exemple!®®!, dont la structure tridimensionnelle est
illustrée par la Figure 15/5°!. Cette bactériocine a la particularité de former des pores toroides dans la
membrane de la cellule cible, c’est le seul cas connu a ce jour de mode d’action de cette nature (Figure
1617,
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Figure 15 : Structure tridimensionnelle de la lacticine Q/%'.
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Figure 16 : Représentation schématique du mécanisme d’action de la lacticine Q!”"!

C) La purification des bactériocines

En vue de la purification des bactériocines, il est important d’optimiser 1’étape de production.
A cet effet, quelques considérations sont a prendre en compte, notamment le fait que ce ne sont pas les
conditions optimales de croissance de la bactérie productrice qui permettent une production optimale,
mais au contraire des conditions de stress, par le pH, la température ou la composition du milieu, qui
permettent d’obtenir de meilleurs rendements!’>74175] La possibilité qu’une bactérie produise
plusieurs bactériocines est également a envisager'’?!. Les techniques d’extraction et de purification

sont nombreuses, et le choix de I’'une ou I"autre des techniques dépend de la bactériocine et de
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’utilisation prévue. Un schéma général existe qui est basé sur une précipitation au sulfate
d’ammonium suivie d’une série de chromatographies, comme la chromatographie d’échange de

. . . [71] 9 . .
cations et la chromatographie en phase inverse'’"'. Il n’existe toutefois pas de protocole commun pour

la purification des bactériocines, des adaptations étant souvent nécessaires.

Les étapes de purification des bactériocines sont coliteuses et difficilement applicables a 1’échelle
industrielle. Les bactériocines actuellement commercialisées, comme la nisine, sont disponibles sous
forme semi-purifiée. Toutefois, le degré de pureté visé dépend de I’utilisation finale de la bactériocine.
Par exemple, pour un usage dans ’industrie agro-alimentaire, le rendement sera favorisé contrairement
a un usage médical ou la bactériocine doit étre purifiée a I’homogénéité. La forme semi-purifiée des
bactériocines est obtenue en utilisant le caractere cationique de la bactériocine et en combinant des
étapes de précipitation, de centrifugation, de filtration et de séparation grace par exemple a différentes
méthodes de chromatographies. Les bactériocines ainsi obtenues sous forme semi-purifiée, sont

séchées, soit par lyophilisation, soit par atomisation!’®!.

D’autres méthodes de formulation, notamment dans 1’industrie agro-alimentaire, ont été mises au point
afin d’améliorer la stabilité des bactériocines et de maintenir leur activité, comme par exemple
I’utilisation de liposomes!’”), I’utilisation de particules de silicones!’®!, ou encore 1’ajout direct des

bactériocines dans un matériau comme de 1’alginate de calcium!”,

III) Applications des bactériocines

Les bactériocines sont appliquées essentiellement dans 1’industrie agroalimentaire en tant que
conservateurs grace a leur action bactéricide vis-a-vis des bactéries pathogénes ou d’altération
alimentaire, mais aussi en raison de leur innocuité. En effet, une fois ingérées, elles sont détruites par
les enzymes gastriques. On trouve par exemple la nisine qui est autorisée comme conservateur
alimentaire sous le code E234. Son utilisation a ét¢ autorisée par I’Union Européenne comme agent de
conservation dans les aliments par la directive 95/2/CE. Elle est notamment appliquée contre
Clostridium botulinum et Listeria monocytogenes dans les produits laitiers comme les fromages fondus
pasteurisés, le lait, les conserves en boite, les viandes fumées ou encore les produits de fermentation

alcoolique!®”'.

De plus, la nisine peut étre utilisée en combinaison avec d’autres agents antimicrobiens comme des

acides organiques ou des chélateurs utilisés dans la décontamination de surfaces dans la production de
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viandes crues. Ceci permet d’augmenter les effets antimicrobiens obtenus. Ainsi, l'association a de
I’EDTA permet d’inhiber certains micro-organismes des viandes pendant la réfrigération en
I’incorporant dans un film protecteur. La nisine peut également Etre utilisée pour la conservation de
produits de la mer, notamment le caviar ou le saumon fumé, lorsque celle-ci est incorporée dans les

films protecteurs du produit®’!,

Comme présenté dans le Tableau 4'%”), les applications des bactériocines sont variées, et cela dépend
largement de leurs spectres d’activité. Par exemple, la lacticine 3147 est utilisée contre Listeria
monocytogenes dans certains produits laitiers, mais un effet dirigé contre Staphylococcus aureus a

également été démontré dans les laits pour enfants'®!!,

La pédiocine PA-1 est également une bactériocine qui permet d’éliminer Listeria monocytogenes dans

des produits laitiers, comme les fromages blancs, les cremes ou encore les sauces a base de fromage.
Une activité contre Listeria monocytogenes dans les viandes crues a également été démontrée.
De méme, I’entérocine AS-48 permet d’éliminer Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus

dans une variété de produits laitiers.

Tableau 4 : Quelques applications des bactériocines dans I'industrie agro-alimentaire'®"
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Les bactériocines trouvent également des applications dans le domaine médical, et ce depuis quelques

années. Ces applications ont été envisagées notamment dans le cadre de recherche de nouveaux

traitements capables de surmonter la résistance aux antibiotiques de certaines especes bactériennes
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pathogenes®?!. En effet, les bactériocines peuvent présenter un avantage considérable, celui de pouvoir
cibler une espéce, voire une souche pathogene spécifique en raison de leur spectre d’action
généralement bien plus étroit que celui des antibiotiques. De plus, celles-ci sont inoffensives pour
I’Homme. Il n’existe cependant a I’heure actuelle aucune bactériocine autorisée et mise sur le marché
en tant que médicament.

On trouve par exemple un potentiel dans le traitement des infections cutanées, notamment avec la
mersacidine qui est un lantibiotique produit par le genre Bacillus. En effet, cette bactériocine a montré
un effet dirigé contre certaines bactéries pathogenes, dont les especes de Staphylococcus, de
Streptococcus et de Listeria'®¥). La mersacidine a également été testée comme un traitement potentiel
contre Propionibacterium acnes, une espéce bactérienne responsable d’acnée!®*!. Cependant,
I’application la plus prometteuse de la mersacidine est celle contre les souches de Staphylococcus
aureus multi-résistantes a la méthicilline ou SARM. En effet, la mersacidine possede un mécanisme
d'action qui agit en inhibant la synthese de la paroi bactérienne, mais sur une cible différente de celle
de 1a vancomycine, traitement privilégié contre les SARM!®*!. Ainsi, une association des deux
traitements pourrait permettre d’agir de maniere efficace contre ces bactéries pathogenes résistantes et
émergentes. Enfin, la lacticine 3147 dont I’intérét pour une application dans ’industrie alimentaire a
déja été démontré, aurait également un intérét dans le traitement des infections a Staphylococcus

aureus[86].

On peut également trouver la nisine dans certains bains de bouche destinés a prévenir la gingivite,
I’inflammation des gencives, et la formation de plaques dentaires, qui est due a des biofilms de
certaines especes bactériennes!®”). Cette bactériocine peut également présenter un intérét dans le
traitement de la mastite, une infection des glandes mammaires des animaux d’¢levage causée par
certaines bactéries des genres Staphylococcus et Streptococcus'!. On peut enfin citer son intérét

potentiel dans le traitement d’otites d’origine bactérienne!®!,

A) Les limites des bactériocines

Méme si les bactériocines suscitent un intérét certain dans I’industrie agro-alimentaire et dans
le domaine médical, leur potentiel est encore loin d’étre exploité, sans doute en raison de certaines
limites. Dans le domaine de I’agro-alimentaire, leur activité est treés limitée dans certains aliments
comme les produits carnés, notamment a cause du pH élevé de la viande, des problemes de diffusion
des bactériocines dans la matrice alimentaire, de leur interférence avec les phospholipides présents, ou
encore en raison de I’inactivation par la glutathione S-transférase dans le cas de la nisine!!l. C’est

pourquoi, pour la viande crue, I’utilisation d’autres conservateurs est privilégiée. Les bactériocines
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restent en général sensibles aux variations de température et de pH qui peuvent affecter leurs structures
et leur activité. De plus, le cofit élevé de leur production et de leur purification est également une

contrainte importante.

Dans le domaine médical, une limitation importante a 1’intérét des bactériocines est leur sensibilité aux
protéases gastriques et pancréatiques. Leur administration par voie orale comme traitement
médicamenteux nécessite donc le développement de formulations innovantes capables de limiter leur

dégradation dans le tube digestif.

B) Les développements futurs

Afin de pouvoir administrer les bactériocines par voie orale comme traitement médicamenteux,
plusieurs formulations galéniques ont été considérées (Tableau 5°*'). On retrouve ainsi différentes
approches pour encapsuler les bactériocines qui permettraient d’envisager un tel traitement. Par
exemple, I’encapsulation des bactériocines dans des nanoliposomes a été envisagée!®?!. La bactériocine
se retrouve ainsi encapsulée dans un nanoliposome, ce qui permet de la vectoriser jusqu’a son site cible
sans dégradation®!. Les liposomes sont formés d’une bicouche lipidique, et sont capables
d’encapsuler les bactériocines et de les protéger des différentes dégradations et interactions avec

d’autres composants ou ¢léments (Figure 17).
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Figure 17 : Représentation de [’encapsulation des bactériocines dans les nanoliposomes®

De la méme manicére, il est possible d’encapsuler des bactériocines dans des nanoparticules
polymériques de chitosan!®?!. 11 s’agit d’un polymére non toxique et biodégradable possédant des
activités antifongiques, antibactériennes et anticancéreuses. Ainsi, il a ét€ démontré que la nisine
possede une activité dirigée contre Listeria monocytogenes et Staphylococcus aureus plus importante

lorsqu’elle est encapsulée dans une nanoparticule de chitosan que lorsque celle-ci est libre dans le

milieu® (Figure 18).
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Figure 18 : Représentation de [’encapsulation des bactériocines dans les nanoparticules de

chitosan'®?!

Enfin, on peut également évoquer I’utilisation de nanoparticules métalliques pour encapsuler les

bactériocines, comme les nanoparticules d’argent, d’or ou encore de zinc. Il s’agit de particules non

toxiques, et qui possedent également une activité antimicrobienne.

Tableau 5 : Utilisations des nanoparticules pour encapsuler les bactériocines et leurs effets

[92]
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En conclusion, il est important de noter le potentiel intéressant de 1'utilisation des bactériocines dans

I’industrie agro-alimentaire, mais aussi dans le domaine médical, notamment s’agissant de la lutte

contre Staphylococcus aureus résistant a la méthicilline ou contre les biofilms comme dans le cas des

plaques dentaires. Cette activité inhibitrice de biofilms peut Etre illustrée par une étude de 2019 sur

Iactivité conjointe de la nisine et d’antibiotiques sur Pseudomonas aeruginosa®. L'inhibition du

biofilm est beaucoup plus importante quand les bactériocines se trouvent conjugués aux antibiotiques,
ce qui permet d’envisager la combinaison de ces deux stratégies dans la lutte contre les biofilms et les
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bactéries pathogenes. L avenir réside sans doute dans 1’utilisation des bactériocines comme une
alternative ou un complément a certains antibiotiques qui ont montré leurs limites en raison des

phénomenes de résistance.

IV) Les cellules cancéreuses

A) Définition

On définit les cellules cancéreuses comme des cellules anormales, qui sont capables de
proliférer de facon incontrolée!!), et qui forment ainsi une masse tumorale. Une tumeur peut alors &tre
catégorisée comme étant bénigne ou maligne, c’est-a-dire qui peut étre invasive et conduire a des
métastases en passant par la circulation sanguine. Comme cité en introduction de ce document, on peut
relever des caractéristiques propres aux cellules cancéreuses comme le maintien des signaux de
proliférations pour augmenter la multiplication cellulaire, 1’échappement au contrdle de croissance,
I’échappement au systéme immunitaire, I’activation incontrélée de la réplication via la télomérase , la
favorisation de I’inflammation de la tumeur, I’activation et 1’invasion par les métastases par le systeéme
sanguin ou lymphatique, I’induction d'angiogenése et donc la formation de nouveaux vaisseaux
sanguins, I’instabilité génomique et les mutations, la résistance a la mort cellulaire c’est-a-dire a

I’apoptose, et enfin le déréglement de 1’énergie cellulaire!!! (Figure 1).

Chaque cellule d’un organisme peut devenir cancéreuse, apres avoir subi des altérations génétiques qui
peuvent tre exogenes c’est-a-dire provoquées par un ou des agents extérieurs comme le tabac ou les
rayons ultraviolets, ou endogenes comme par exemple des défauts génétiques au sein méme du

génome.

Au niveau des altérations génétiques d’origine endogeéne, on retrouve des altérations au niveau de la
séquence d’ADN : ce sont des mutations somatiques qui peuvent étre issues de mutations ponctuelles,
de délétions ou de translocations. On retrouve également des mutations au niveau de I’expression
génétique, comme des méthylations de I’ADN ou des modifications des histones. En ce qui concerne
les altérations exogenes possibles du génome de la cellule, on retrouve par exemple certaines
molécules chimiques comme des agents intercalants, alkylants ou encore de pontage. Les
rayonnements ultraviolets ou ionisants sont également capables d’induire une altération du génome de

la cellule.
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B) Epidémiologie

En ce qui concerne les données du cancer, selon 1’Organisation Mondiale de la Santé, en 2020
on dénombrait un total de plus de 19 millions de cancers diagnostiqués, et un total de pres de 10
millions de déces!®!. Ces chiffres sont en augmentation puisque, par comparaison, en 2018, le
diagnostic de nouveaux cancers s'élevait a4 18.1 millions avec une mortalité 2 9.6 millions®®!. Les
cancers les plus répandus dans le monde sont le cancer du sein, le cancer du poumon et le cancer de la

prostate!®),

En France, environ 433 136 cas de cancer ont été rapportés en 2023, avec un nombre de déces estimé a
157 400%! selon I’Institut National du Cancer. 11 s’agit de la premiére cause de déces®’!. Par
comparaison, la premiere cause de déces dans le monde est liée aux maladies cardiovasculaires. Les
cancers les plus fréquents en France sont le cancer de la prostate, le cancer du sein, le cancer colorectal
et enfin le cancer du poumon®”!. L’incidence du cancer augmente chaque année en France, mais ceci
peut également s’expliquer par les différentes campagnes de prévention mises en place pour le
diagnostic précoce des cancers ou de la prévention face aux différents facteurs de risques. De plus, le
vieillissement de la population francaise participe également a 1’augmentation annuelle de ces chiffres,
puisque le risque d’apparition de cancer augmente avec 1’agel®’°8!. En effet, I’Age médian de
diagnostic d’un cancer en France est de 68 ans pour la femme et de 70 ans pour I’homme®”,
Cependant, il est important de souligner que la mortalité a diminué ces derniéres années®”), notamment
avec les différents traitements disponibles et le diagnostic précoce des cancers, qui améliorent

significativement la prise en charge du cancer et augmentent le taux de survie.

Il a été estimé par I’Institut National du Cancer que pres de 40% des cancers peuvent étre
évités, notamment avec la mise en place de mesures de prévention et d’actions visant a éviter les
comportements a risques!?!. Plusieurs facteurs et produits de consommations peuvent augmenter le
risque de cancer, comme le tabagisme, qui, en 2018, était responsable de 68000 cas de cancers'?. De la
méme maniere, 1’alcool est également responsable de 28000 cas de cancer, puis vient ensuite
I’alimentation et le surpoids avec environ 19000 cas de cancers'?!. L’importance de la prévention et du
diagnostic précoce des cancers s’impose alors, d’autant que les campagnes de sensibilisation
concernant le diagnostic précoce mises en place en France ont permis de détecter pres de 17000 cas
pour le cancer colorectal, 32000 pour celui de 1’utérus et 40120 pour celui du sein'!. Il est donc
important de continuer les campagnes de préventions et d’informations, afin de limiter les
comportements et les consommations qui augmentent le risque d’apparition des cancers, et de favoriser

le diagnostic précoce et de la prise en charge rapide des patients.
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C) Les traitements existants

I1 existe de nombreux choix thérapeutiques pour traiter les cancers, et leur utilisation
dépend de la stratégie de prise en charge du patient. Plusieurs facteurs sont considérés, notamment le
stade de développement de la maladie, le fait qu’il s’agisse d’un traitement curatif pour aboutir a une
guérison ou une rémission, ou d’un traitement palliatif destiné a améliorer la qualité de vie du patient.
La combinaison de certains traitements est également possible, comme 1’utilisation d’une radiothérapie
ou d’une chimiothérapie avant une opération chirurgicale pour retirer une tumeur, et a posteriori pour
éviter la réapparition du cancer. Le choix du traitement est dirigé par I’intervention de différents
professionnels de santé, qui sont chargés de déterminer le traitement adéquat au cancer du patient. On
retrouve selon I’Institut National du Cancer cinq catégories pour classer les traitements anticancéreux :
la chimiothérapie conventionnelle, I'immunothérapie, I’hormonothérapie, la thérapie ciblée et les

médicaments radiopharmaceutiques!®”.

En ce qui concerne la chimiothérapie, on dénombrait 347400 patients traités en 20182!. 11 s’agit d’un
traitement qui vise a éliminer et détruire les cellules tumorales, et qui regroupe différents types de
médicaments ou de molécules comme les agents alkylants, les antimétabolites, les alcaloides agissant
sur les microtubules ou le fuseau mitotique, ou encore les inhibiteurs de la topoisomérase!®!. La
diversité des molécules possibles en chimiothérapie permet de traiter les cancers selon certaines
caractéristiques, notamment en fonction du cycle cellulaire, de la vascularisation et de la localisation
de la tumeur ou encore en fonction des résistances de la tumeur a certains traitements. Si la
chimiothérapie fait partie des traitements les plus répandus, il existe toutefois de nombreux effets
indésirables liés a son utilisation, puisque la chimiothérapie ne cible pas de maniere spécifique les
cellules cancéreuses, mais détruit les cellules sans distinction ce qui conduit également a la destruction
des cellules saines. Ainsi, |’utilisation de la chimiothérapie est associée a des effets indésirables au
niveau gastro-intestinal comme des vomissements ou des nausées, des effets cutanés, rénaux,

hépatiques ou encore au niveau de la fertilité.

L’immunothérapie est basée sur le systéme immunitaire du patient et favorise la reconnaissance
et la destruction des cellules cancéreuses par les cellules du systéme immunitaire!'°”’. En 2018, environ
51684 patients ont été traités par immunothérapie selon I’Institut National du Cancer!?!. 11 existe
plusieurs voies possibles pour permettre au systéme immunitaire de reconnaitre des cellules tumorales,
comme |’utilisation de vaccins, tels que les vaccins préventifs anti-hépatite B ou anti-HPV en

prévention du cancer du col de 1’utérus. On retrouve également des vaccins dits thérapeutiques!',

qui
sont capables de stimuler le systéme immunitaire avec des antigénes tumoraux injectés chez le patient,

mais il s’agit d’une alternative coliteuse et difficile a produire. On trouve également des traitements par
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immunothérapie cellulaire, comme I’utilisation de cellules CAR-T!%! qui consiste a extraire et isoler
les lymphocytes de patients pour induire une modification génétique aboutissant a la reconnaissance
des cellules cancéreuses une fois les lymphocytes réinjectés chez le patient.

Enfin, on retrouve ’utilisation d'anticorps monoclonaux comme traitement d’immunothérapie, ceux-ci
étant capables de reconnaitre spécifiquement les cellules tumorales pour les détruire!!%’!. L utilisation
de ces anticorps augmentent la spécificité d’action et permet de traiter efficacement une tumeur, a

condition que celle-ci présente des récepteurs caractéristiques.

En ce qui concerne I’hormonothérapie, celle-ci concerne les cancers hormono-dépendants, comme
ceux liés a la production des hormones sexuelles!!°!!. 11 est ainsi possible soit de bloquer la synthése de
I’hormone stimulant la tumeur, de bloquer 1’action directe de I’hormone sur son récepteur, ou de
stimuler le rétrocontrdle négatif au niveau de I’axe hypothalamo-hypophysaire. On retrouve ainsi les
médicaments anti-estrogenes, notamment dans la prise en charge et le traitement du cancer du sein
hormono-dépendants et du cancer de I’endometre. Il peut s'agir alors de dérivés hormonaux, d'anti
hormonaux ou encore d'inhibiteurs de 1’aromatase!'°!. De 1a méme maniere, pour le traitement du
cancer de la prostate, on retrouve des dérivés hormonaux, des antagonistes du récepteur de la
dihydrotestostérone ou encore des inhibiteurs de la synthese des androgeénes. Enfin, il est également
possible de traiter les tumeurs par 1’utilisation d’analogues, comme I’utilisation d’analogue de la

somatostatine pour le traitement de tumeurs endocrines digestives.

D’autres approches reposent sur des thérapies ciblées permettant de cibler de manicre spécifique une
caractéristique de la cellule cancéreuse conduisant 2 la formation de la tumeur!'%?, Elles reposent sur la
compréhension et la mise en évidence de caractéristiques propres aux cellules cancéreuses, qui peuvent
ainsi étre ciblées par les thérapies. Il peut s’agir d’anticorps monoclonaux dirigés vers une cible
précise!!%?! 11 existe de nombreux traitements possibles par des thérapies ciblées, puisqu’elles sont
lies a l'existence et 1’identification de molécules ou de geénes clé dans 1’apparition de la tumeur et de
ses mécanismes de signalisations. A titre d’illustration, on peut citer le bortézomib qui est un inhibiteur
du protéasome!!®! et indiqué dans le traitement du myélome. Celui-ci inhibe le protéasome 268, ce qui

conduit in fine a I’induction de la mort cellulaire par apoptose.

Enfin, on peut citer la radiothérapie qui concernait le traitement de prés de 220000 patients en 201821,
La radiothérapie consiste en 'utilisation de radiations ionisantes qui générent des dommages au niveau
de I’ADN des cellules cibles soit par la création de radicaux libres, soit par 1’interaction entre les
photons et I’ADN!%!_ Elle peut étre réalisée par une irradiation externe en détruisant les cellules
cancéreuses et en préservant au maximum les cellules saines, soit par curiethérapie en introduisant des

sources radioactives. Il s’agit d’un traitement répandu et réguliérement utilisé pour le traitement de
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différents cancers.

Il est également important de citer une autre voie de traitement, qui ne repose pas sur 1’utilisation de
médicaments, il s’agit de la chirurgie qui constitue le traitement et la prise en charge des cancers les
plus importants. Il peut s’agir d’une chirurgie visant a retirer entierement une tumeur localisée et qui
est donc dite curative. Il peut aussi s’agir de restaurer une fonction endommagée par une tumeur ou
améliorer la qualité de vie du patient, dans ce cas la chirurgie est dite palliative. De méme, il existe des

chirurgies reconstructrices, notamment dans le cancer du sein.

Le traitement actuel du cancer repose sur le choix d’une ou plusieurs de ces différentes options
thérapeutiques, apres une évaluation approfondie et complete du dossier du patient par des
professionnels de santé. Le choix diversifié de ces traitements permet de renforcer la prise en charge
du cancer et limiter le risque de rechutes. Cependant, il existe de nombreux effets indésirables
associés, notamment concernant la chimiothérapie. De plus, I’hétérogénéité des cancers rend parfois
leurs prises en charge compliquées, malgré la mise en lumiere de certaines caractéristiques qui peuvent
étre ciblées par des traitements spécifiques comme 1I’'immunothérapie ou les thérapies ciblées. Le
traitement des cancers passe également par des soins associés, comme de la kinésithérapie ou des

traitements antalgiques associés.

D) La recherche de nouveaux traitements

La recherche de nouveaux traitements contre le cancer constitue un enjeu de santé publique
majeur. Si plusieurs traitements sont devenus conventionnels et sont bien connus des professionnels de
santé, plusieurs limites s’imposent quant a leurs utilisations. En effet, I’obstacle majeur dans la prise en
charge des tumeurs concerne leur hétérogénéité, puisque chaque tumeur differe par son type, ses
caractéristiques génomiques, sa localisation et par son microenvironnement!!%!. Cette divergence entre
les cancers impose une difficulté de traitement, et surtout de réponse aux traitements. Certains cancers
sont donc difficiles a traiter, quand d’autres offrent une réponse favorable aux traitements. Malgré les
progres réalisés dans la qualité de prise en charge des cancers par des professionnels de santé, et
malgré la diversité des traitements disponibles, il reste nécessaire de continuer a développer de

nouveaux traitements et de nouvelles innovations dans le domaine de I’oncologie.

L’ hétérogénéité n’est pas la seule limite que peut présenter la prise en charge et le traitement des
tumeurs. La résistance aux traitements actuels complique la guérison des patients!!*®!. En effet, les

cellules cancéreuses peuvent résister aux traitements, comme dans le cas de la chimiothérapie, et les
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cellules résistantes vont alors se multiplier a nouveau. Des modifications génomiques peuvent €tre a
I’origine de cette résistance. Pour pallier ce probléme, il est possible de combiner différents

traitements, ou encore de cibler des biomarqueurs identifiés en lien avec certaines résistances!!%!.

D’autre part, certains traitements actuels donnent lieu a des effets secondaires trés importants qui
compromettent les résultats de la prise en charge du cancer!!’”!. L’exemple le plus répandu concerne la
chimiothérapie. En effet, en raison du manque de spécificité des molécules utilisées, la chimiothérapie
aboutit a la destruction des cellules cancéreuses, mais aussi des cellules saines comme les cellules
digestives, les cellules de la moelle osseuse, ou encore les cellules cutanées. Ces effets indésirables
s’ajoutent a d’autres effets des anticancéreux utilisés tels que leur toxicité vis-a-vis de certains organes,
comme les reins!'%!. On peut citer d’autres effets secondaires associées aux traitements anticancéreux
tels que des problemes digestifs comme la diarrhée ou la constipation, des anémies, des problemes
cutanées, la chute des cheveux, des douleurs, des risques infectieux liés a affaiblissement du systéme

immunitaire ou encore la fatigue!'),

Il est enfin important de rappeler que certains traitements anticancéreux peuvent avoir un cofit de
production, et donc un prix de vente tres élevé, notamment les nouvelles thérapies innovantes comme
I’immunothérapie ou les thérapies ciblées. De la méme manieére, 1’acces a ces traitements innovants
peut étre difficile, vu qu’ils ne peuvent étre utilisés que sur les tumeurs pour lesquelles les marqueurs
cibles ont été détectés. L’Organisation Mondiale de la Santé!'%! a par ailleurs renforcé 1’accés aux
différents traitements et médicaments contre le cancer en 2021, afin de faciliter la prise en charge des
cancers. Cependant, les recherches dans les domaines de I’oncologie, mais aussi de la biologie
cellulaire et de la génomique, permettent d’aboutir a des innovations et a de nouveaux traitements
grace a la compréhension des différents mécanismes a la base du développement des cellules
cancéreuses. La recherche de nouveaux traitements est donc trés importante, afin d’améliorer la prise

en charge des cancers et de développer des traitements plus efficaces, plus ciblés et individualisés.

E) L’intérét des bactériocines en tant que traitement anticancéreux

Bien que les bactériocines soient considérées comme un moyen de compétition entre bactéries,
des études récentes montrent que des bactériocines présentent également une activité contre les cellules
cancéreuses!! 'O T’ intérét majeur de I’utilisation potentielle des bactériocines sur les cellules
cancéreuses réside dans leur sélectivité, déja mise en évidence a travers le spectre étroit de leur activité

antibactérienne.
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La sélectivité des bactériocines dans le traitement du cancer semble Etre liée au fait que ces peptides
soient cationiques et peuvent se lier a la surface des membranes des cellules cancéreuses qui est
chargée négativement, contrairement a celle des cellules saines qui est neutre. Cette derniere est
majoritairement formée de sphingomyéline et de phosphatidylcholine!!'!); alors que celle des cellules
cancéreuses est constituée d’une plus grande proportion de molécules anioniques comme la
phosphatidylsérine ou la mucine O-glycosylée ce qui lui donne sa charge négative!''?!. Les
bactériocines se retrouveraient ainsi attirées a la surface de la membrane des cellules cancéreuses, ce
qui leur permettraient d’agir de manicre sélective contre celles-ci. Comme dans le cas de I’activité
antibactérienne, cette interaction avec la membrane des cellules cancéreuses aboutit a la lyse
membranaire et 2 la destruction de la cellule cancéreuse!'?!! Cette sélectivité face aux cellules
cancéreuses par rapport aux cellules saines laisse envisager la possibilité d’un traitement qui

permettrait de réduire les effets indésirables associés a la destruction des cellules saines.

En plus de la lyse des membranes cellulaires, il a été démontré que les bactériocines induisent une
apoptose des cellules cancéreuses cible. L’apoptose, ou la mort programmeée, est un processus qui
élimine les cellules indésirables ou anciennes; cependant les cellules cancéreuses sont résistantes a
I’apoptose. La nisine ciblerait ainsi les différentes voies de signalisations aboutissant a 1’apoptose des
cellules du cancer colorectal en favorisant I’apparition de protéines pro-apoptotiques au niveau de

I’acide ribonucléique messager''*!.

Enfin, le caractére non toxique des bactériocines renforce I’intérét de leur utilisation potentielle comme
traitement anticancéreux. La poursuite de 1’¢tude des effets des bactériocines présente ainsi un intérét
non négligeable pour la recherche de nouveaux traitements qui peuvent compléter, voire se substituer

aux traitements conventionnels.

F) Exemples de bactériocines ayant des effets anticancéreux

Plusieurs bactériocines ont été étudiées au cours des dernieres années pour leurs effets sur des
lignées cellulaires cancéreuses. Il s’agit notamment de bactériocines issues de bactéries lactiques

(Tableau 6",
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Tableau 6 : Bactériocines possédant une activité anticancéreuse''"
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# La nisine

Alors que la nisine est utilisée pour empécher la croissance bactérienne dans les aliments, elle a
récemment ¢été étudiée pour la prévention de la croissance des cellules cancéreuses et pour 1’induction
de leur apoptose!!'¥. Les effets apoptotique et antiprolifératif de la nisine ont notamment été montrés
contre le carcinome squameux de la téte et du coul!!>!. Ces effets sont associés a un efflux du calcium
cellulaire conduisant a 1’apoptose, mais aussi a une activité cytotoxique sur la cellule cible et une

perturbation des réactions intrinseéques de la cellule et des voies de signalisation''!!,

La nisine a également montré, lors de tests in vivo, une activité contre le cancer colorectal qui s’est
manifestée par une diminution des niveaux de certains biomarqueurs tels que I’antigéne
carcinoembryonnaire (ACE) et la métalloprotéinase matricielle (MMP) (1161, Une inhibition de
I’expression des génes de ces biomarqueurs a notamment été constatée dans différentes lignées
cellulaires du cancer colorectal, comme les lignées LS180, SW48, HT29 et Caco2, aboutissant a une

réduction du nombre des cellules cancéreuses!! !,

% L’entérocine LNS18

Les entérocines sont des bactériocines produites par les especes d’ Enterococcus et qui agissent
notamment contre les espéces des genres Listeria et Bacillus'''"). L entérocine LNS18 est classifiée
comme une bactériocine cyclique. Son effet anticancéreux a été démontré sur les cellules tumorales
impliquées dans le cancer du foie, les cellules HepG2['!®!. Bien que le mécanisme d’action précis ne
soit pas connu, 1’ajout de I’entérocine aux lignées cellulaires HepG2 a entrainé une action cytotoxique
sur plus de 75% des cellules cancéreuses, sans induire de destruction de cellules saines. Cette

entérocine semble ainsi induire I’apoptose des cellules cancéreuses HepG2!!18],

+ La plantaricine A
La plantaricine A est une bactériocine produite par les souches de Lactobacillus plantarum"'®.,
Il s’agit d’une bactériocine de 26 acides aminés et de faible poids moléculaire possédant un spectre
d’action incluant les bactéries 2 Gram positif et méme certaines bactéries & Gram négatif [!'], La
plantaricine A agi, comme la majorité des bactériocines, au niveau de la membrane des cellules cibles
par la formation de pores ou par des interactions avec certaines protéines glycosylées membranaires.

Son effet anticancéreux a pu étre démontré en 2019 sur des cellules E705 du cancer du c6lon!'?!. Une
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réduction significative de la population de cellules cancéreuses a été constatée. A 1’inverse, aucune
toxicité n’a été constatée sur les cellules épithéliales intestinales saines CCD 841, ce qui montrait une
sélectivité de Iactivité de la plantaricine A sur les lignées cancéreuses!'?%!. Il a méme été montré que
cette bactériocine avait un effet anti-apoptotique et favorisait la prolifération des lignées saines CCD
841 par activation de la voie de signalisation du récepteur du facteur de croissance épidermique, une
protéine transmembranaire des cellules saines qui contribue a la prolifération. Cette action est a
I’inverse bloquée pour les cellules cancéreuses E705, ce qui les empéche de bénéficier d’une
stimulation de la prolifération. Ainsi, a travers sa sélectivité des cellules cancéreuses, une bactériocine
pourrait non seulement épargner les cellules saines, mais elle est méme capable de stimuler leur

prolifération! 2%,

< La pédiocine PA-1

Comme la majorité des bactériocines présentées, la pédiocine PA-1 forme également des pores
dans la membrane cible grace a sa région C-terminale!!?!1. 11 s’agit d’une bactériocine de classe II
découverte chez Pediococcus acidilactici, qui lui a donné son nom!'?!!. Plusieurs pédiocines existent,

mais la pédiocine PA-1 est la plus notoire.

Des études ont permis de montrer I’effet cytotoxique de la pédiocine PA-1 sur les cellules de
différentes lignées cancéreuses, comme celles des adénocarcinomes du c6lon humain (HT29), du
cancer du col de I’'utérus (HeLa) et du carcinome du poumon humain (A-549)112111221 Ces études ont
également mis en lumiere une action plus efficace a des concentrations plus faibles de la pédiocine

produite naturellement par la bactérie productrice, que la pédiocine synthétisée en laboratoire!!??,

% La bovicine

La bovicine est une bactériocine de faible poids moléculaire de la famille des lantibiotiques produite
par Streptococcus bovis. Elle induit la formation de pores au niveau de la membrane cible et entraine
un efflux du potassium cellulaire!'?*!. Une action cytotoxique de la bovicine a été démontrée sur des

cellules de la lignée du cancer du sein (MCF-7) et de la lignée du cancer du foie (HepG2), entrainant

80% de mortalité cellulaire!'*!.
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% Les microcines

Les microcines sont un groupe de bactériocines de classe I induisant la formation de pores dans la
membrane cytoplasmique cible et une dépolarisation de celle-cil!?!. 11 s’agit de bactériocines produites
en majorité par les especes du genre Enterococcus. L’action cytotoxique des microcines a €té mise en

évidence sur des cellules du cancer colorectal (HT29 et SW620).

Ainsi, on peut constater que des bactériocines de différentes classes et sous-classes, issues d’especes et
genres bactériens différents, ont démontré un effet cytotoxique sur des lignées cellulaires impliquées

dans différents types de cancer.

V) Etude expérimentale sur quelques bactériocines

Au cours de I’année 2021-2022, j’ai eu I’occasion de réaliser mon stage du Projet Professionnel au sein
de I’équipe de Chimie Analytique des Molécules Bio-Actives et de Pharmacognosie (CambaP), qui fait
partie du département des Sciences Analytique de L’Institut Pluridisciplinaire Hubert Curien (IPHC).
Mon sujet de stage concernait I’é¢tude de 1’effet anticancéreux des bactériocines. Il s’agissait de mettre
en évidence le potentiel anticancéreux de différentes bactériocines, qui ont été purifiées au préalable au
sein du laboratoire, et ceci en les testant sur des lignées cellulaires cancéreuses et sur des lignées
saines. Il s’agissait également de quantifier cette activité, de comparer I’efficacité de différentes

bactériocines des lignées de cellules cancéreuses différentes.

Cette expérience pratique m'a beaucoup appris, et m’a également motivée a choisir ce méme sujet pour
ma these. Ainsi, cette partie du mémoire sera consacrée a ce sujet de recherche et présentera le matériel

et les méthodes utilisées et les résultats obtenus qui seront suivis d’une discussion.

1) Matériel et méthodes

® Bactériocines extraites et purifiées

Les bactériocines utilisées pour ces analyses sont issues de bactéries productrices stockées au
laboratoire, et ont été extraites et purifiées en amont. Au total, cinq bactériocines ont pu étre extraites,

purifiées puis testées (Tableau 7).
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Tableau 7 : Référence des bactériocines extraites utilisées

Bactérie productrice Bactériocine Référence dans le Masse moléculaire
texte (Da)

Pediococcus Pédiocine PA-1 4621,32 Da
acidilactici BAA1 Pédiocine PA-1a
Enterococcus faecium | Pédiocine PA-1 4621,32 Da
El6 Pédiocine PA-1b
Lactobacillus Non identifée 5462,97 Da
paracasei GRU3 Bactériocine G
Lactobacillus Plantaricine 423 3,851 Da
plantarum MUP1 Plantaricine 423
Enterococcus faecalis | Non identifiée Inconnue
0SS2 Bactériocine O

Quatre bactériocines, dont la pédiocine PA-1 et la plantaricine 423, produites par cinq souches
bactériennes ont été testées pour leur potentiel anticancéreux sur différentes lignées de cellules

cancéreuses. Dans ce rapport, les bactériocines seront nommées comme indiqué au Tableau 7.

® Lignées de cellules cancéreuses

Pour la réalisation de ces tests, deux lignées cellulaires cancéreuses seront utilisées : la lignée cellulaire
SW620 correspondant au cancer colorectal et la lignée de cellules ASPC-1 qui correspond au cancer

du pancréas.

Les cellules de la lignée colorectale et de la lignée du cancer du pancréas ont été mises en culture dans
du DMEM (pour Dulbecco/Vogt modified Eagle’s minimal essential medium) glucosé contenant de la
4 mM de L-glutamine et 110 mg/L de sodium pyruvate dans un flacon de 500 ml. Ce milieu contient

également 10% de sérum et 1% de pénicilline et de streptomycine.

43



o Test de viabilité cellulaire au bleu trypan

Un test de viabilité cellulaire au bleu trypan sur les cellules cancéreuses a été réalisé. Le bleu trypan est
un indicateur coloré qui traverse les membranes plasmiques endommagées des cellules non viables et
de les colorer en bleu. Ceci permet de les visualiser au microscope optique de donc de les distinguer

des cellules viables.

® Préparation des cellules cancéreuses

Des étapes de préparation des cellules de la lignée du cancer colorectal SW620 et les cellules
pancréatiques APSC-1 sont effectuées avant la réalisation des tests en présence de bactériocines. Cela
consiste d’abord en un lavage dans un tampon PBS (phosphate-buffered saline) préchauffé a 37°C afin
de débarrasser les cellules du sérum qui risque de bloquer I’action de la trypsine. On ajoute ensuite
environ 1 mL d’une solution de trypsine préchauffé a 37°C et on laisse agir pendant 5 minutes afin de
détacher les cellules cancéreuses adhérentes de la paroi du flacon. En effet, la trypsine permet de
détacher les cellules adhérentes en clivant les protéines membranaires d’adhésions. La trypsine est
ensuite inactivée en ajoutant 5 mL de milieu de culture original contenant du sérum. Les cellules
cancéreuses sont ensuite recueillies apres une centrifugation a 300 rpm pendant 5 minutes puis reprises
dans 1 a 2 mL de milieu de culture. La concentration des cellules en suspension est ensuite déterminée
par cytométrie en flux apres avoir repris 5 uL. de la suspension cellulaire dans 195 pL de milieu.Les
volumes de suspensions cellulaires a prélever pour préparer les gammes de concentrations pour le test
anticancéreux peuvent ainsi etre déterminés. Ces gammes sont préparées dans des plaques de 96 puits
qui sont incubées a 37°C pendant 24h. Les puits sont ensuite vidés de leurs contenus, les cellules
SW620 du cdlon et les cellules pancréatiques ASPC-1 étant des cellules adhérentes, elles restent

collées a la paroi des puits.

o Test de cytotoxicité

Des gammes de concentrations des bactériocines a tester sont déterminées et les volumes de solutions a
prélever sont calculés. Selon le volume final du puits, qui peut aller de 200 a 300 uL, le volume de
solution de bactériocine utilisé est complété par un volume de milieu original de culture pour atteindre
ce volume final. La plaque est ensuite incubée a 37°C pour une durée allant jusqu’a 72h. Il est

important de préciser que les quantités de bactériocines disponibles ne sont pas toujours suffisantes.

De plus, les plaques sont préparées avec également des contrdles négatifs ; c’est-a-dire des puits ne

contenant pas de bactériocines; et des contrdles positifs contenant du celastrol permettant d’induire
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I’apoptose cellulaire. Lors des manipulations, le celastrol est ajouté dans les puits a un volume de 40

uL avec du milieu cellulaire (concentration finale de 10 uM).

o Détection de l'apoptose des cellules par cytométrie en flux

La cytométrie en flux est une technique qui permet de mesurer la taille d’une cellule, mais aussi son
état physiologique et notamment I’apoptose grace a des composés fluorescents. En effet, les cellules en
suspension passent a travers des faisceaux laser et des détecteurs captent les signaux émis par chaque

cellule pour renseigner sa taille, sa forme ou encore sa granularité.

Pour réaliser la cytométrie en flux, les cellules SW620 et ASPC-1 doivent étre détachées afin de
pénétrer dans le capillaire du cytometre, ce qui nécessite un traitement préalable des cellules a la
trypsine. Pour cela, on commence par vider les puits du milieu de culture tout en le conservant. On
lave ensuite les puits par 40 uL de tampon PBS. On ajoute ensuite 25 pL d’une solution de trypsine a
une concentration de 50 ug/uL par puits, et on incube la plaque pendant au moins 5 minutes. Apres
I’incubation, on rajoute le milieu de culture qui avait été conservé dans les puits correspondant et on

mélange par aspiration a 1’aide d’une micropipette.

On ajoute ensuite dans chaque puits 3 uLL d’une solution d’annexine 5 et d’isothiocyanate de
fluorescéine (FITC) a une concentration de 0.25 pg/mL, ainsi que 1,2 uLL d’une solution d’iodure de
propidium a une concentration de 1 mg/mL a 1’abri de la lumiére. On incube ensuite la plaque pendant
10 minutes a I’obscurité et a température ambiante. Une fois les 10 minutes écoulées, la plaque est lue

par cytométrie en flux (Guava® easyCyte 18HT).

Pour déterminer 1’état physiologique des cellules (apoptose et nécrose) par cytométrie en flux, on
utilise de I’annexine 5 et de I’iodure de propidium. L’apoptose sera marquée par l'annexine 5 en
association a de I’isothiocyanate de fluorescéine (FITC), un agent fluorescent possédant des pics
d'excitation et d'émission a 495 nm et 521 nm respectivement, et qui produit ce que I’on appellera la
fluorescence verte. La nécrose cellulaire est marquée par 1'iodure de propidium, un agent intercalant de
I’ADN ayant des maxima d'excitation et d'émission de 535 nm et 615 nm respectivement, et qui

produit « la fluorescence rouge ».

Lors de la lecture de puits de microplaques dans un cytometre en flux (Figure 19), I’intensité de la
couleur “bleue” obtenue représente I’importance de la réaction a I’annexine-5, et donc des cellules en

apoptose. L’intensité de la couleur est proportionnelle au résultat d’apoptose.
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Figure 19 : Exemple de lecture des résultats
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Figure 20: Exemple de cytogramme

Légende: Un cytogramme (Figure 20) est défini par la fluorescence verte (Green-B Fluorescence) en
abscisse et par la fluorescence rouge (Red-B Fluorescence) en ordonnée. Le pourcentage des cellules
est mesuré et affiché dans les coins du cytogramme. L’apoptose est mesurée par 1'utilisation de la
fluorescence lors du passage des cellules marquées par I’annexine-5 et I’iodure de propidium dans le
capillaire. Les signaux ensuite détectés permettent de définir 1’¢état des cellules, et de 1’apoptose. Ainsi,
la partie gauche et basse du graphique renseigne les cellules vivantes. La partie gauche et haute
renseigne la nécrose des cellules, détectée grace a la fluorescence rouge. La partie droite et basse du
schéma représente I’apoptose précoce avec la fluorescence verte. Enfin, 1’apoptose tardive est détectée

par la fluorescence verte et rouge, et représenté en haut a droite.

En suivant cette méthode, I’effet anticancéreux de différentes concentrations de bactériocines sur les

deux lignées cellulaires étudiées a pu tre déterminé.
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2) Effets des cinq bactériocines extraites au laboratoire sur la lignée ASPC-1

- Premier test qualitatif

Un test qualitatif a été réalisé sur des cellules cancéreuses pancréatiques ASPC-1, afin de déterminer si

les bactériocines ont un effet sur cette lignée cancéreuse. Pour ce faire, les cellules ASPC-1 sont

traitées dans un premier temps avec 150 puL de solutions de bactériocines.

Les effets sur les lignées ASPC-1 semblent €tre tres importants comparativement au controle (voir

Figure 21) :

- 93% de mortalité avec la pédiocine PA-1A ;

- 97% de mortalité avec la pédiocine PA-1B ;

- 97% de mortalité avec la bactériocine G ;

- 93% de mortalité avec la plantaricine 423 ;

- 93% de mortalité avec la bactériocine O.
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Figure 21 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la

plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules ASPC-1 a un volume de 150 uL.
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Ainsi, on peut observer que les bactériocines ont également un effet sur les cellules de la lignée ASPC-

1, sans pouvoir distinguer s’il s’agit de nécrose ou d’apoptose.
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Figure 22 : Cytogramme des cellules traitées par la pédiocine PA-1b a un volume de 150 uL a gauche

et un cytogramme des cellules non traitées sur la lignée ASPC-1

Le cytogramme des cellules cancéreuses de la lignée ASPC-1 qui ont été traitées avec 150 uL de
solution de pédiocine PA-1b montre que 98% des cellules ont été détectées par la fluorescence verte et
rouge, et sont donc en apoptose tardive. En comparaison, le cytogramme des cellules cancéreuses non
traitées par la pédiocine PA-1b montre environ 78% de cellules vivantes, et moins de 7% en apoptose
tardive. Cela suggere que la pédiocine PA-1b induit une apoptose responsable de la mort des cellules

cancéreuses ASPC-1.

- Deuxieme test qualitatif

Etant donné les effets importants obtenus sur les cellules pancréatiques ASPC-1 lors du premier test,

les volumes de solutions de bactériocines ont été réduits a 50 uLL et 100 uL lors de ce deuxieme test.

A nouveau, la mortalité cellulaire observée est trés importante (voir Figure 23). Les taux de mortalité

obtenus comparativement au contréle négatif sont les suivants :

- 91% et 93% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de pédiocine PA-1a,
respectivement ;

- 87% et 93% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de pédiocine PA-1B,
respectivement ;

- 83% et 88% de mortalité pour 50 pL et 100 uL. de solution de bactériocine G, respectivement ;

- 79% et 85% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de plantaricine 423,

respectivement ;
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- 88% et 96% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de bactériocine O, respectivement.
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Figure 23 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la
plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules ASPC-1 a des volumes de 50 uL et 100 uL

Les effets observés sont trés importants sur les cellules ASPC-1, et sont méme supérieurs a ceux du
contrdle positif qui montre une apoptose a 68%. Cependant, on observe également une mort cellulaire
a 51% pour les puits contenant exclusivement de 1’eau. De ce fait, il est important de se demander si
les puits contenants de I’eau n’ont pas été contaminés ou bien si les cellules ASPC-1 ne sont pas dans
de mauvaises conditions de culture. En effet, les cellules ASPC-1 sont des cellules cancéreuses tres
sensibles, et le volume de milieu ajouté dans certains puits étant faible (150 pL par exemple), peut
potentiellement étre la source de cette mort cellulaire dans les puits contenant de I’eau. Afin d’écarter

I’hypothése d’une contamination de I’eau, la manipulation est réalis€ée une seconde fois.
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Figure 24: Cytogramme des cellules traitées par la pédiocine PA-1a a un volume de 50 uL a gauche et

un cytogramme des cellules par la pédiocine PA-1a a un volume de 100 uL sur la lignée ASPC-1

Le cytogramme des cellules cancéreuses de la lignée ASPC-1 traitées avec 50 uL de solution de
pédiocine PA-1a montre que 96% des cellules ont été détectées par la fluorescence verte et rouge, et
sont donc en apoptose tardive. De méme, le cytogramme des cellules cancéreuses traitées par la
pédiocine PA-1a a 100 uL. montre environ 97% d’apoptose tardive. Cela suggere que la pédiocine PA-

la induit une apoptose responsable de la mort des cellules cancéreuses ASPC-1.

- Troisieme test qualitatif

Le test avec des volumes de solutions de bactériocines 50 uL et 100 pL a été réalisé une seconde fois.
L’objectif étant de déterminer 1’origine du résultat incohérent du 2°™ test, & savoir si les puits
contenant de I’eau et celui du controle positif avec 150 pL ont été contaminés, ou si le volume du
milieu de culture était trop faible pour les cellules ASPC-1. On prend en compte un volume total dans

les puits de 250 pL.

A nouveau, la mortalité cellulaire observée est treés importante (voir Figure 25). Les taux de mortalité

obtenus comparativement au controle négatif sont les suivants :

- 89% et 93% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de pédiocine PA-1a,
respectivement ;

- 91% et 97% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de pédiocine PA-1b,
respectivement ;

- 87% et 93% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de bactériocine G, respectivement ;

- 79% et 85% de mortalité pour 50 uL et 100 pL de solution de plantaricine 423,
respectivement ;

- 83% et 93% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de bactériocine O, respectivement.
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Figure 25 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la
plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules ASPC-1 a un volume de 50 uL et de 100 uL

On observe ainsi des effets tres positifs des bactériocines sur les cellules cancéreuses ASPC-1 par
rapport au controle négatif. L’effet reste tres élevé, méme avec un volume de solution de 50 pL. De
plus, dans les puits contenant de 1’eau, on observe 12% de mortalité cellulaire, ce qui permet de
conclure que les puits n’ont donc pas été contaminés lors de cette manipulation puisqu’il s’agit d’un
pourcentage faible par rapport a la manipulation précédente qui mettait en lumiere une possible

contamination lors de la manipulation.
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Figure 26 : Cytogramme des cellules traitées par la pédiocine PA-1a a un volume de 50 uL a gauche,
un cytogramme des cellules par la bactériocine B a un volume de 100 uL et un cytogramme des

cellules non traitées sur la lignée ASPC-1

Le cytogramme des cellules cancéreuses de la lignée ASPC-1 traitées avec 50 uL de solution de
pédiocine PA-1a montre que 98% des cellules ont été détectées par la fluorescence verte et rouge, et
sont donc en apoptose tardive. De méme, le cytogramme des cellules cancéreuses traitées par la
pédiocine PA-1a a 100 uL montre environ 97% de mort cellulaire. Cela suggere que la pédiocine PA-

la induit une apoptose responsable de la mort des cellules cancéreuses ASPC-1.

3) Effets des cinq bactériocines extraites au laboratoire sur la lignée SW620

- Premier test qualitatif

Les bactériocines utilisées se présentaient sous forme séchée a des concentrations ne pouvant pas étre
déterminées par pesée, elles ont ét¢ dissoutes dans I’eau. Afin de réaliser un premier test qualitatif des

cinq bactériocines présentées dans le Tableau 7 (page 43) pour évaluer leurs activités, il est alors
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décidé d’utiliser un volume de 100 puL ou de 200 pL de solution de bactériocine par puits sur la lignée

SW620 du cdlon.

Les résultats obtenus montrent des effets trés importants de toutes les bactériocines par rapport aux
puits contrdle (voir Figure 27). Pour les deux volumes de solutions de bactériocines utilisés, les effets

observés sur les cellules de la lignée SW620 sont les suivants:

- Pédiocine PA-1a, 78% de mort cellulaire ;
- Pédiocine PA-1b, 87% de mort cellulaire ;
- Bactériocine G, 96% de mort cellulaire ;

- Plantaricine 423, 97% de mort cellulaire ;Bactériocine O, 92% de mort cellulaire.
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Figure 27 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la
plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules SW620 a des volumes de 100 et 200 uL de

solutions de bactériocines.

Les effets observés sur les cellules cancéreuses SW620 sont ainsi trés importants, puisque ceux-ci sont
comparables a ceux obtenus avec le celastrol, un composé qui déclenche I’apoptose utilis€ comme
contrdle positif. La mort cellulaire observée pouvait toutefois étre due soit a de 1’apoptose ou de la

nécrose.
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Figure 28 : Cytogramme des cellules traitées par la bactériocine O a un volume de 200 uL a gauche et

un cytogramme des cellules non traitées sur la lignée SW620

Le cytogramme des cellules cancéreuses de la lignée SW620 traitées avec 200 puL de solution de la
bactériocine O montre que 92% des cellules ont été détectées par la fluorescence verte et rouge, et sont
donc en apoptose tardive. En comparaison, le cytogramme des cellules cancéreuses non traitées par la
bactériocine O montre environ 88% de cellules vivantes, et moins de 1% en apoptose tardive. Cela
suggere que la bactériocine O induit une apoptose responsable de la mort des cellules cancéreuses
SW620, cependant cette hypothese doit étre confirmée en réalisant un test a la caspase-3, qui permet

de quantifier I’apoptose en mesurant la caspase-3 qui est un marqueur de [’activation apoptotique.

- Deuxieme test qualitatif

Les effets anticancéreux obtenus lors de I’essai 1 étant trés importants, cette fois-ci le volume ajouté de

bactériocines était de 150 pL par puits, afin de répéter I’analyse a un volume fixe.

A nouveau, les effets obtenus sont trés importants par rapport au controle négatif (voir Figure 29). On

observe ainsi :

- 92% de mortalité avec la pédiocine PA-1a ;
- 93% de mortalité avec la pédiocine PA-1B ;
- 84% de mortalité avec la bactériocine G ;

- 72% de mortalité avec la plantaricine ;

- 85% de mortalité avec la bactériocine O.
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Figure 29 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la

plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules SW620 a un volume de 150 uL

Ainsi, on peut voir que ces bactériocines ont un effet trés important sur les cellules SW620 et semblent

induire la mort cellulaire.
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Figure 30 : Cytogramme des cellules traitées par la pédiocine PA-1a a un volume solution de 150 uL

a gauche et un cytogramme des cellules non traitées sur la lignée SW620

En observant le cytogramme obtenus des cellules cancéreuses de la lignée SW620 qui ont été traitées

avec 150 pL par la pédiocine PA-1a, celui-ci nous renseigne que 98% des cellules ont été détectées par
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la fluorescence vert et rouge, et donc en apoptose tardive. En comparaison, le cytogramme des cellules
cancéreuses non traitées par la pédiocine PA-1a montre environ 75% de cellules vivantes, et de 18% en
apoptose tardive. Cela suggere que la pédiocine PA-1a induit une apoptose responsable de la mort

cellulaire des cellules cancéreuses SW620.

- Troisieme test qualitatif

La mortalité des cellules du cancer du c6lon de la lignée SW620 lors des deux précédents essais étant
tres importante, un troisieme essai a été réalisé avec des quantités plus faibles de bactériocines, en

utilisant des volumes de 50 uL et 100 uL de solutions de bactériocines.

A nouveau, les effets observés sont tres importants par rapport au contrdle négatif (voir Figure 31). On

observe ainsi :

- 97% de mortalité pour 50 uL et 100 pL de solution de pédiocine PA-1a ;

- 98% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de pédiocine PA-1B ;

- 97% et 98% de mortalité pour 50 uL et 100 uL de solution de bactériocine G, respectivement ;

- 98% et 96% de mortalité pour 50 uL et 100 pL de solution de plantaricine 423,
respectivement ;

- 96% et 98% de mortalité pour S0 uL et 100 puL de solution de bactériocine O, respectivement.
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Figure 31 : Plaque du test de cytotoxicité de la pédiocine PA-1 (a et b), de la bactériocine G, de la
plantaricine 423 et de la bactériocine O sur des cellules SW620 a un volume de 50 uL et 100 uL
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On observe trés peu de différences d’effets entre les volumes de 50 pL et 100 puL. Ceci est sans doute
dii au fait que les quantités utilisées restent toujours élevées. Les bactériocines induisent donc bien la

mort des cellules de la lignée SW620.
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Figure 32 : Cytogramme des cellules traitées par la pédiocine PA-1a a un volume de 50 uL a gauche

et un cytogramme des cellules non traitées sur la lignée SW620

Le cytogramme des cellules cancéreuses de la lignée SW620 traitées avec 50 uL de solution de
pédiocine PA-1a, montre que 99% des cellules ont été détectées par la fluorescence verte et rouge, et
sont donc en apoptose tardive. En comparaison, le cytogramme des cellules cancéreuses non traitées
par la pédiocine PA-1a montre environ 79% de cellules vivantes, et moins de 7% en apoptose tardive.
Cela suggere que la pédiocine PA-1a induit une apoptose responsable de la mort des cellules

cancéreuses SW620.

4) Détermination du volume minimal de solution de bactériocine induisant un effet

sur les cellules cancéreuses

- Testde la pédiocine PA-1a et de la bactériocine G sur la lignée SW620

On réalise un test pour déterminer le volume de bactériocine minimal ayant une activité sur les cellules
cancéreuses du cOlon. Pour ce faire, les cellules SW620 sont traitées avec deux bactériocines aux
volumes de solutions suivants : 5 uL, 10 uL, 20 pL et 40 uL, avec un volume total par puits de 250
uL.
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Les deux bactériocines utilisées sont la pédiocine PA-1a et la bactériocine G. Dans un second temps,

d’autres bactériocines extraites ont pu étre testées.

Les effets observés sont trés importants par rapport au controle négatif qui est a 18% d’apoptose (voir

Figure 33). Les taux de mortalité obtenus comparativement au controle négatif sont les suivants :

Pour pédiocine PA-1a:

Pour la bactériocine G :

Pour 5 uL = 17% (Puit A1) et 14% (Puit A2) de mortalité
Pour 10 uL = 31% (Puit B1) et 22%(Puit B2) de mortalité
Pour 20 uLL = 53% (Puit C1) et 49%(Puit C2) de mortalité
Pour 40 uLL = 89% (Puit D1) et 89% (Puit D2) de mortalité

- Pour 5 uL =52% (Puit E1) et 31% (Puit E2) de mortalité

- Pour 10 uL = 68% (Puit F1) et 49% (Puit F2) de mortalité
- Pour 20 uL = 84% (Puit G1) et 78% (Puit G2) de mortalité
- Pour 40 uL = 44% (Puit H1) et 40% (Puit H2) de mortalité
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Figure 33 : Plaque du test de la bactériocine G et de la pédiocine PA-1a sur des cellules SW620 a des
volumes de 5 uL, 10 uL, 20 uL et 40 uL
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Ces résultats montrent une efficacité sur les cellules SW620 a des volumes faibles de solutions de
bactériocines pour les deux peptides. En effet, une activité suffisamment importante est observée des

10 uL de solution de pédiocine PA-1a et 5 uL. de solution de bactériocine G.

11 est cependant difficile de conclure si cette différence d’efficacité est due a une différence structurale
entre les deux bactériocines étant donné que la structure de la bactériocine G n’est pas connue, ou bien

si cela est di a une différence de concentrations entre les solutions utilisées.

- Test des autres bactériocines sur la lignée SW620

On répete la manipulation sur les cellules SW620 réalisée précédemment, mais cette fois-ci en utilisant
quatre bactériocines : la pédiocine PA-1a ; la bactériocine G ; la bactériocine O et la plantaricine 423.
Pour ce faire, on va traiter les cellules SW620 avec les quatre bactériocines a des volumes de solutions
de 5 uL, 10 uL, 20 pL et 40 uL. La bactériocine E ou pédiocine PA-1 n’a pas pu étre utilisée, car le

volume restant des précédents tests n’était pas suffisant pour ce test.

Les effets observés sont trés importants par rapport au controle négatif qui est a 4% d’apoptose (voir
Figure 34). Les pourcentages d’apoptose pour chaque bactériocine sont présentés dans le tableau

suivant :

Tableau 8 : Résultat du test sur la lignée SW620

Volume de bactériocines ajouté
SuL 10 uL 20 uL 40 uLL
Pédiocine PA- | 6% 24 % 50% 99%
1a
Bactériocine | 29% 57 % 93% 98 %
Bactériocine |G
Plantaricine 5% 15% 46 % 97 %
423
Bactériocine |33% 49 % 93% 96 %
(0]
Controle Controle 4%
négatif

59



10t |,

- @@
.. ..| - I Cantrile saw
s e 000 1=
‘"~ 00O
"’*"u... Hom tralte
- 990
- o

3

Figure 34 : Plaque du test de la pédiocine PA-1a, de la bactériocine G, de la plantaricine 423 et de la
bactériocine O sur des cellules SW620 a des volumes de 5 uL, 10 uL, 20 uL et 40 uL

On constate des effets sur les cellules cancéreuses SW620a de faibles volumes de solutions de
bactériocines. Ainsi, on observe que les bactériocines G et O ont des effets importants par rapport au
contrdle négatif a 5 uL et que la moitié des cellules cancéreuses contenues dans les puits sont mortes a
un volume de 10 pL. De la méme maniere, a un volume de 40 puL, plus de 96% des cellules

cancéreuses sont détruites par toutes les bactériocines utilisées.

Il est difficile de déterminer si les différences d’effets observées entre les bactériocines sont dues aux
différences structurales et donc d’activité entre les bactériocines, ou simplement a des différences de
concentrations des solutions de bactériocines utilisées. Il est donc important de réaliser a I’avenir des

tests avec des solutions de bactériocines a des concentrations connues.

Il est également important de réaliser des tests de toxicité sur des cellules saines, afin de déterminer si
les bactériocines sont toxiques pour celles-ci en comparaison avec leurs effets sur les cellules
cancéreuses. Ainsi, cela permettrait de mettre en lumiere la sélectivité des bactériocines pour les

cellules cancéreuses, et donc leur intérét thérapeutique potentiel.
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VII) Conclusion

Les bactériocines ont un effet intéressant sur les cellules cancéreuses et un véritable potentiel
pour cibler et éliminer les cellules cancéreuses. La diversité structurale des bactériocines et leur
spécificité d’action laissent présager de nombreuses possibilités d’applications pour cibler différents

types de cellules cancéreuses.

En combinant cette diversité, aux actions de ces bactériocines sur différentes lignées cellulaires
cancéreuses avec des effets importants et a petites doses, on peut raisonnablement espérer découvrir
des bactériocines capables de cibler une lignée cancéreuse sans induire de toxicité pour les cellules
saines. De méme, en ciblant la membrane des cellules cancéreuses, intrinsequement différente des
cellules saines, I’activité des bactériocines serait dirigée contre les cellules cancéreuses, ce qui renforce
leur intérét en tant que traitement anticancéreux potentiel. Cela permettrait en effet de limiter les effets

secondaires et d’augmenter 1’efficacité d’action de ces bactériocines sur leurs cibles.

Il reste cependant des limites trés importantes quant a 1’utilisation des bactériocines comme traitement
anticancéreux, puisque 1’administration directe des bactériocines par voie orale est actuellement
impossible car elles sont détruites par les enzymes gastriques. De plus, il est difficile de produire des
bactériocines a grande échelle en raison des faibles quantités généralement produites par les bactéries.
Ce dernier point n’étant pas vraiment un facteur limitant dans le cas d’une bactériocine présentant un

réel intérét thérapeutique, puisque d'autres moyens de produire des peptides existent.
L’étude des bactériocines de manicre générale, notamment de leurs effets anticancéreux et de leurs

voies d'administration par des études de galénique et de pharmacologie est certainement un champ de

recherche prometteur.
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Résume :

Ces demiéres années, la compréhension de pouvess mecantsmes d"action ef de spéeificiie d actinns
des toxines bactériennes ont mis en lumiéere un potentiel intéressant dy point de vue de la capucité de
ces moléettes i cibler centamnes cellules aux dépens  'mures. Ceer est @ autant plus prometicur gu'un
potentiel antivancéreus " pu dtre deécouven pour certiines wxines bactériennes. Cecr lalsse sipposer
gue heur speeificite daction permeltnit d envisager une activite ciblée contre les cellules cancéreuses,
tout en dvitand la destruction de cellules suines, Ce travml de thése explore 1'effet anticancéreux de
diffiérentes boctériocines, en commengant por des péndralitds concemant lours propriétés physioo-
chimiques ef leurs netivites, svant de présenter des resulints expenmentaux obtenus contre des cellules

cancdreuses Jors d'an précedent mémwire de singe.
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