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>Leslignanessontdes polyphénolss’accumulant
dans les tissus ligneux, les graines et les racines
de nombreuses plantes. Ces molécules, vraisem-
blablement impliquées dans les mécanismes de
défense chez la plante, sont également utiles
pour I’homme. Les lignanes du lin (Linum usi-
tatissimum L.) sont des phyto-cestrogénes, qui,
métabolisés en entérolignanes apres leur inges-
tion par les mammiferes, offrent une protection
face a ’apparition et au développement de cer-
tains cancers hormono-dépendants. Les études
menées in vitro sur des modeles cellulaires
de mammiféres tendent a confirmer les effets
bénéfiques observés lors d’études épidémio-
logiques et apportent des éclairages sur leurs
mécanismes d’action. Par ailleurs, le plus étudié
des lignanes, la podophyllotoxine, et ses dérivés
hémisynthétiques, dont I’étoposide, ont des
propriétés cytotoxiques utilisées en chimiothé-
rapie anti-cancéreuse. Leur mécanisme d’ac-
tion bien connu passe par une interaction avec
la topo-isomérase II. L'utilisation accrue de ces
drogues anticancéreuses risque cependant de
conduire a un probleme d’approvisionnement
en podophyllotoxine, principalement extraite
des rhizomes et racines d’une plante hima-
layenne en voie de raréfaction, Podophyllum
hexandrum. Différentes stratégies sont envisa-
gées pour obtenir des sources alternatives de
podophyllotoxine économiquement viables. Une
espéce américaine de podophylle (P. peltatum)
et certaines espéces de lin sauvages (L. flavum,
L. album) sont des candidats intéressants pour
une production de podophyllotoxine ou de déri-
vés proches a partir de la plante entiere ou de
cultures in vitro. <
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Les lignanes et les

néolignanes constituent un vaste groupe de substan-
ces naturelles de nature polyphénolique trés répandu
chez les végétaux supérieurs. Le terme lignane a
été introduit pour décrire un groupe de diméres de
phénylpropanoides dans lesquels les unités phényl-
propanes sont liées par le carbone central (C8) de
chaque chaine propyle (Figure 14). Des centaines
de molécules ont déja été identifiées dans plusieurs
dizaines de familles de plantes. Leur structure chimi-
que se caractérise par le couplage de deux unités
dérivées du 1-phénylpropane, provenant elles-mémes
du métabolisme de la phénylalanine et de précurseurs
appelés monolignols, ce qui les rapproche des lignines
qui entrent dans la composition de la paroi des cel-
lules végétales. Chez les lignanes, le mode de liaison
des deux unités est unique, en 8 et 8’ (Figure 1A),
alors qu’il est variable, impliquant d’autres atomes
de carbone, chez les néolignanes. Il en résulte une
plus grande diversité moléculaire des néolignanes par
rapport aux lignanes. Chez les plantes vasculaires, les
lignanes peuvent &tre isolés a partir de tiges (bois de
coeur notamment), de rhizomes, d’écorces, de racines,
mais aussi de graines. lls sont rarement présents en
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A Voie de biosynthése des lignanes chez le lin |

Figure 1. Structures des lignanes de plantes et

de leurs dérivés métabolisés par les bactéries
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des phyto-cestrogénes et sont métabolisés par
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ou du phényl-étoposide). Ces dérivés semi-synthétiques sont employés en chimiothérapie afin de lutter contre de nombreux cancers, dont ceux

du poumon et les leucémies.

concentration élevée. La présence de carbones asymétriques chez les
lignanes est a I'origine des différents mésomeres rencontrés selon
les végétaux. De nombreux lignanes induisent des effets physiologi-
ques chez ’"homme. Beaucoup sont cytotoxiques, avec fréquemment
des propriétés anti-mitotiques, le plus souvent non exploitables en
thérapeutique en raison d’une trop grande toxicité. Ainsi, seuls des
dérivés hémi-synthétiques de la podophyllotoxine (Figure 1C) sont
aujourd’hui largement utilisés dans des protocoles de chimiothé-
rapie anticancéreuse. Enfin, dans plusieurs plantes alimentaires on
trouve des lignanes tels que le sécoisolaricirésinol et le matairésinol
(Figure 14), doués de propriétés phyto-cestrogénes et susceptibles
de prévenir et de limiter le développement de pathologies cardio-
vasculaires et de certains cancers. C’est a ces derniers lignanes
particulierement abondants dans la graine du lin oléagineux, ainsi
qu’d la podophyllotoxine et ses dérivés (Figure 1C) que sera consacré
cet article.
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Les lignanes du lin : des phyto-cestrogénes

Le lin est utilisé en pharmacie pour sa graine dont
le mucilage agit comme laxatif de lest. L'huile de la
graine renferme une forte proportion d’acide alpha
linolénique (C18:3, ®3; de 35% a 65% des acides
gras totaux) qui joue un rdle important dans la pré-
vention des maladies cardio-vasculaires, en régulant
la cholestérolémie et en limitant la constitution des
plaques d’athérome.

Enfin, la graine du lin oléagineux (Figure 2A-C) est a ce
jour la matiere premiere végétale contenant le plus de
lignanes phyto-cestrogénes (PE), le sécoisolaricirésinol
sous forme de diglucoside (SDG) y est largement plus
abondant que dans toutes les autres graines comesti-
bles (Tableau 1) [1].



niveau des noyaux aromatiques ; Figure 3B), les enté-

Graine Sécoisolaricirésinol Matairésinol

rolignanes agissent comme modulateurs sélectifs des

Lin 165759 529 récepteurs des cestrogénes (récepteurs nucléaires €R).

BIé (son) 868 410 lls sont qualifiés de SERM (specific estrogen receptor

Seigle (son) 462 729 modulators). Selon la nature du PE, et en fonction du

Sarrasin 350 39 rapport des concentrations PE/cestrogenes, les entéro-
Noix de cajou 816 55 lignanes peuvent alors agir : um_,
Sésame 20 el - comme agonistes, en simulant la fixation d’cestrogeé- —
ATEGE 1) 24 nes, mais avec des effets différents en fonction de I’in- 5
Tableau I. Concentration en sécoisolaricirésinol et matairésinol (ug/100g (o'

matiére séche) d’extraits de divers graines comestibles (d’apres [1]).

Les effets bénéfiques des lignanes du lin (SDG en parti-
culier) dans la prévention de cancers hormono-dépen-
dants ont été largement documentés ces derniéres
années par des études épidémiologiques identifiant une
relation entre la présence de lignanes dans la ration
alimentaire et le taux d’incidence de certains cancers.
Ces travaux, révélant parfois certaines contradictions,
ont été recensés récemment par Hall et al. [2] et Lainé
etal. [3].

Réle des propriétés

phyto-cestrogénes des lignanes

Plusieurs études ont révélé I’action protectrice et pré-
ventive de ces molécules vis-a-vis de certains cancers,
notamment les cancers hormono-dépendants (sein,
prostate). Par ailleurs, si I’on se référe aux expérimen-
tations tant in vitro que chez 'animal [4], ainsi qu’a
des données épidémiologiques [5], ces actions résulte-
raient de leurs propriétés phyto-cestrogenes. En effet,
le sécoisolaricirésinol et le matairésinol sont métaboli-
sés par les bactéries de la flore intestinale des mammi-
feres en entérolignanes, respectivement "entérodiol et
I’entérolactone (Figure 1B). €n raison de leur structure
apparentée & celle de 'cestradiol (en particulier au

teraction ultérieure avec des activateurs ou des inhibi-
teurs de transcription de certains génes (Figure 3C).

- comme antagonistes, en empéchant la fixation de I'ces-
trogéne et en inhibant ainsi son action médiée par la fixation au récepteur
(Figure 3C).

On peut alors comprendre I'effet particulier observé chez des femelles
de mammiféres prépubéres ou ménopausées dont le taux d’cestrogenes
endogenes est tres bas.

Une variabilité des effets est observée en fonction des organes cibles
(centraux ou périphériques) et de la nature des récepteurs (ERol ou
ERP). Les affinités des SERM sont différentes selon le récepteur, par
exemple les PE de légumineuses présentent une affinité plus grande
pour les récepteurs ERP. La fixation du PE sur un couple de récepteur
peut entrainer le recrutement d’activateurs ou d’inhibiteurs, et ceci
de facon différente par rapport a I'cestradiol. Toutes les cellules ne
contiennent pas non plus les mémes activateurs et inhibiteurs de trans-
cription. Un méme PE peut donc se comporter selon les organes, voire
les tissus, comme agoniste ou antagoniste de I’cestrogéne naturel.

Par ailleurs, les P€ interviennent dans la biosynthese des cestrogénes,
en inhibant I'activité de I'aromatase impliquée spécifiquement dans
la synthése de ces hormones (Figure 3C), et en diminuant ainsi le
taux d’cestradiol [6], y compris dans des cellules cancéreuses MCF-
7 ER* [7]. De plus, il y a interférence avec les étapes de conversion
de Pcestradiol en d’autres formes de I’hormone, actives ou inactives
(sulfatation de I'cestradiol, liaison & une protéine spécifique, SHBG)
(Figure 3C) [8, 9]. Le rapport forme active/forme inactive se trouve
ainsi modifié.
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Figure 2. Sources de lignanes phyto-cestrogénes et cytotoxi-
ques. A. Le lin cultivé Linum usitatissimum, principale source
de lignanes phyto-cestrogénes: le SDG (sécoisolaricirésinol
diglucoside) peut représenter plus de 1% de la masse des
graines et 5% de celle des téguments. B. Capsules et grai-
nes a maturité, lieu d’accumulation des lignanes chez le lin

cultivé. C. Capsule immature en coupe transversale faisant

apparaitre les graines a cotylédons (c) riches en lipides, entourés de tégu-
ments protecteurs (t) accumulant les lignanes. D. Podophyllum peltatum,
originaire du continent nord-américain, accumulant de la PTOX dans ses rhizo-
mes. €. Linum flavum, lin sauvage a fleurs jaunes, originaire d’€urope cen-
trale, accumulant de la 6-methoxy-PTOX, potentiellement utilisable pour

I’hémisynthese des agents anticancéreux dérivant habituellement de la PTOX
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Figure 3. Mécanismes d’action
A e e B des lignanes phyto-cestroge-

nes. A. Mode d’action clas-
E Récepteurs

cestrogenes

sique de I’cestrogéne: Les

cestrogenes se fixent sur des

récepteurs intracellulaires o
(€Rat) et B (ERP) apparte-
nant a la famille des récep-

teurs nucléaires. lls sont codés

scres iy par deux genes distincts chez
Traduction ’homme. Les cestrogénes
Réponses cellulaires agissent sur leurs cellules/tis-
Prolifération cellulaire Différenciation sexuelle sus cibles par Iintermédiaire
T— de ces récepteurs suivant
C Entérolignanes deux mécanismes distincts :
A 4 4 4 (1) les effets génomiques,
Modulation de la Modulation de la Modulation de P’activation| |[Modulation de la teneur s . s .
réponse cestrogénique | | biosyntheése des cestrogénes des cestrogénes d’cestrogeénes libres c’est-a-dire sur I'expression

des genes: apres fixation des

Aromatase
%ou@ou@ @ e o 06 estrogénes, les récepteurs
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HCHO TlSulfutution e SHBG
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e @ Ho (@7 SHBG responsive element) locali-
ERE Estradiol SHBG (9/7 sées dans le promoteur des
promoteur),
) Aromatase| y ¢ yo SHBG genes cibles, activant ainsi la
3
CH, transcription de ces génes et

déclenchant une réponse soit

Testostérone de prolifération cellulaire, soit

de différenciation sexuelle;

(2) les effets non génomiques qui concernent directement d’autres acteurs moléculaires dans les cellules, principalement des protéines. B. Similarités
structurales (groupements phényls et hydroxyls en particulier) entre I’hormone sexuelle cestradiol et I’entérolactone, Iui permettant de se lier aux
récepteurs d’cestrogenes. On qualifie alors ces entérolignanes de SERM (specific estrogen receptor modulators). C. Mécanismes de modulation de I'ac-
tivité de I’cestrogéne. Les entérolignanes (exemple : entérolactone) peuvent se fixer sur les récepteurs d’cestrogénes et moduler la response cestrogé-
nique. Cette réponse dépendra de la nature et des concentrations respectives du phyto-cestrogéne et de "cestrogene. Ils peuvent agir comme agonistes
(simulent une fixation d’cestrogéne) ou bien comme antagonistes (empéchent la fixation de I'cestrogéne et inhibent donc son action médiée par la
fixation au récepteur). La réponse variera avec les organes et les cellules en fonction des types de récepteurs cestrogéniques (les affinités des SERM
sont différentes selon le récepteur) et de la présence d’activateurs (Act) et ou d’inhibiteurs (Rep) de transcription. Un méme phyto-cestrogéne peut
donc avoir selon les organes, voire les tissus, un effet simulant ou au contraire contrariant I'effet de I’cestrogéne naturel. Les phytocestrogenes peuvent
également agir en modulant la biosynthese (inhibition de 'activité de I'aromatase) et I'activation (la sulfatation générant une forme inactive) des

cestrogeénes, ainsi qu’en modulant les teneurs en cestrogénes libres (en régulant la synthese de SHBG, protéine se liant aux hormones sexuelles).

Autres actions des lignanes La capacité de I’entérodiol et de I’entérolactone a
indépendantes des propriétés phyto-cestrogénes empécher la multiplication de métastases a égale-
Outre les propriétés phyto-cestrogénes des entérolignanes, des ment été évaluée in vitro. Magee et al. [14] n’ont
effets anti-prolifératifs et pro-apoptotiques ont également été pas observé d’effet anti-invasif des entérolignanes
rapportés [10, 11]. Ainsi, Thompson et al. [12] ont observé une dérivés des lignanes du lin dans le modéle des cellules
diminution de la prolifération des tumeurs mammaires, associée @ MDA-MB-231 (€R- indépendante des cestrogénes) cul-
une baisse de I’expression de I"oncogéne c-erB-2 et a une augmen-  tivées dans du Matrigel, contrairement a ce qui est
tation de 'apoptose chez des femmes ménopausées recevant une observé avec des isoflavones phyto-cestrogénes
ration quotidienne de 25 g de graines de lin. Danbara et al. [13] comme la génistéine et la daidzeine. Chen et Thomp-
ont montré que I’entérolactone inhibait la croissance de cellules du  son [15], utilisant un modéle expérimental similaire,
cancer du colon chez I’lhomme et induisait leur apoptose, in vitro et ont confirmé ce résultat et noté un effet anti-invasif
in vivo. faible de I’entérolactone, voire nul de I'entérodiol,
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sur la lignée MDA-MB-231, alors qu’il est notable sur
une lignée métastatique, MDA-MB-435 (€R-).

Parfois, "action antitumorale des PE semble pouvoir étre
corrélée a des effets inhibiteurs de I'angiogenése, et,
chez la souris, une inhibition par "entérodiol et I’entéro-
lactone de Iangiogenése associée a des tumeurs MCF-7
cestrogene-dépendantes a été décrite. Cette inhibition
était associée a une baisse de sécrétion du facteur de
croissance de I’endothélium vasculaire (VEGF) [16].
Enfin, les lignanes du lin et leurs dérivés circulants ont
montré in vitro une efficacité anti-oxydante élevée,
évaluée en mesurant la protection de I'acide linoléique
contre la peroxydation ou celle d’ADN lors de réactions
de Fenton' [17, 18]. Ce pouvoir permettrait de lutter
contre les radicaux libres dont on pense qu’ils favori-
sent "apparition de tumeurs comme celles du c6lon.

Il n’est pas exclu que plusieurs des mécanismes décrits
précédemment agissent de concert, permettant par
exemple de prévenir I"apparition des cancers liés aux
dégadts oxydatifs, mais aussi leur développement, en
réduisant la stimulation cestrogénique et I’angiogenése
et en stimulant "apoptose cellulaire.

Les lignanes cytotoxiques :
la podophyllotoxine et ses dérivés

Etoposide et téniposide

en chimiothérapie anti-cancéreuse

La podophyllotoxine (PTOX, Figure 1C) est utilisée depuis
longtemps pour ses propriétés médicinales. Ce lignane
est synthétisé dans la plante a partir du matairésinol
selon une voie métabolique complexe, dont seules cer-
taines étapes ont été élucidées. Les sources de PTOX
commercialement exploitables par I'industrie pharma-
ceutique sont peu nombreuses : il s’agit de Podophyl-
lum hexandrum et Podophyllum peltatum (Figure 2D),
appartenant a la famille des Berberidacées, et loca-
lisées respectivement en Himalaya et dans les foréts
humides d’Amérique du Nord. Des études cliniques
ont montré que la PTOX, a la maniere de la colchicine,
provoquait la mort cellulaire en arrétant la mitose en
métaphase (Figure 4C). Cette propriété antimitotique
est liée a sa capacité a inhiber la polymérisation de la
tubuline et donc la formation des microtubules, en se
combinant a la tubuline B sur le site d’interaction avec
la colchicine [19] (Figure 4A). Toutefois, la trés grande
toxicité de la PTOX ne permet pas son utilisation directe
comme anticancéreux. Elle est cependant utilisée par
voie externe pour le traitement des condylomes.

! La majeure partie de la toxicité de I’eau oxygénée provient de sa capacité @
générer le radical hydroxyle -OH en présence de cations métalliques tels que Fe®
(réaction dite de Fenton).
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€n revanche, la PTOX sert a la préparation de glycosides hémisynthé-
tiques, téniposide et étoposide (Figure 1C) aujourd’hui largement uti-
lisés comme cytotoxiques anticancéreux [20]. 'étoposide est délivré
en polythérapie en association avec d’autres produits anticancéreux
et en particulier les dérivés du platine comme le cisplatine ou le car-
boplatine : il fait partie du traitement de référence de certains cancers
comme ceux du poumon & petites cellules depuis les années 1980 [21,
22]. Parmi les autres cancers traités par cette association, on peut
citer également les tumeurs embryonnaires, les neuroblastomes, les
cancers du rein, du sein, de la prostate, ainsi que les l[ymphomes hod-
gkiniens ou non hodgkiniens et les leucémies aigués.

Bien que constituant une partie du traitement de référence, I’étopo-
side et le téniposide ne sont pas sans inconvénients, dont certains
sont communs @ toutes les drogues cytotoxiques comme la toxicité
hématologique, ou encore le développement de résistances [22].

De plus, probablement en raison de sa capacité a provoquer des
dommages & I’ADN (en particulier des réarrangements dans le geéne
MLL) [23], I’étoposide peut aussi induire des leucémies secondaires,
voire des leucémies infantiles suite a une exposition in utero, lorsque
les doses cumulées totales dépassent 2000 mg/m? [24] (les doses
quotidiennes habituellement délivrées sont d’environ 100 mg/m?, par
exemple en traitement de trois jours).

Les cytotoxiques dérivés de la PTOX présentent I'intérét de provoquer
peu de vomissements et d’irritations (la forme téniposide peut entrainer
plus fréquemment des irritations), et leur effet alopéciant est modéré.
'étoposide-base est administrable per os, ce qui en soi constitue un
avantage, mais son absence d’hydrosolubilité (et celle du téniposide)
nécessite I'utilisation de solvants non aqueux si son administration
intraveineuse est envisagée. |l s’agit classiquement d’alcool benzylique
ou éthylique, excipients entrainant des effets notoires, d’oli une admi-
nistration en perfusion lente. La solubilité de I’étoposide phosphate
(Etopophos®) est améliorée par la présence de groupements fonction-
nels phosphates, ce qui permet la reconstitution du médicament dans
de I'eau ppi, une solution de glucose a 5% ou de NaCl a 0,9 % ; dans ce
dernier cas, la durée de perfusion peut étre réduite [25].

Mécanisme d’action des dérivés de la PTOX

U'action cytotoxique des dérivés de la PTOX est liée a leur faculté de
provoquer 'apoptose des cellules, le mode d’action le plus connu (mais
peut étre pas le seul) s’expliquant par une interaction de ces molécules
avec la topo-isomérase Il (Topll) [26]. La glycosylation qui distingue
I’étoposide de la PTOX empéche ce dérivé d’interagir avec la tubuline.
La Topll, dont il existe deux isoformes chez ’homme, joue un réle
fondamental en contrélant la topologie de I’ADN lors de nombreuses
étapes du cycle cellulaire (réplication, ségrégation des chromosomes)
ou encore lors de la transcription [27, 28]. Toplla intervient dans la
réplication et la ségrégation des chromosomes, alors que ToplIf3 sem-
ble impliquée dans la transcription [29]. Les Topll humaines sont des
homodiméres composés de trois domaines (Figure 4B) : un domaine
amino-terminal possédant une activité ATPasique, un domaine
catalytique central contenant le résidu tyrosine dont le groupement
hydroxyle permet la formation du complexe ADN-Topll ainsi que les
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réactions de trans-estérification impliquées dans le
processus de coupure et religation de "ADN, et un
domaine carboxy-terminal contenant le signal de loca-
lisation nucléaire (NLS). La Topll est capable de cataly-
ser des coupures transitoires d’un ADN double brin afin
de modifier le niveau de super-enroulement de ’ADN. Le
mécanisme réactionnel (Figure 4B) implique la fixation
puis la coupure transitoire d’un segment d’ADN double
brin (segment G), puis le transport & travers cette cou-
pure d’un autre ADN double brin (segment T) et enfin
la religation du segment G permettant ainsi de relaxer
une structure super-enroulée. Ces coupures double brin
permettent également la ségrégation des chromosomes
au cours de la mitose. Pour catalyser cette réaction, la
Topll nécessite deux co-facteurs le magnésium et I’ATP.
L’étoposide ne possede qu’une faible affinité pour
PADN, et se fixerait au niveau du site de fixation de
’ATP amino-terminal et/ou au niveau du site cataly-
tique, empéchant ainsi la fixation de I’ATP et donc le
changement de conformation qui permet le passage
du segment T a travers la coupure [30]. U'étoposide
n’inhibe pas les fonctions catalytiques de la Topll, mais
il augmente le nombre de coupures double brin cata-
lysées par cette enzyme sur I’ADN dans les cellules en
prolifération. €n effet, le complexe covalent Topll-ADN
est normalement tres transitoire mais des composés
comme |’étoposide vont le stabiliser, le rendant alors
nocif pour la cellule [31]. Le taux de religation est
diminué (de facon dose-dépendante), ce qui provoque
I’accumulation de coupures double brin, responsables
d’instabilité génomique dans les cellules en cours de
division. Les altérations de la structure de I’ADN sont
alors détectées (via I'activation de la kinase ATM, res-
ponsable de la réponse aux dommages subis par I’ADN),
ce qui va provoquer I'intervention de la forme activée
de la protéine suppressive de tumeur p53, conduisant
a Parrét du cycle cellulaire (en G2) et/ou & I"apoptose
[23]. Uemballement des divisions des cellules cancé-
reuses est ainsi stoppé, d’ou le bénéfice thérapeutique.
U'angiogenese est également inhibée par I’action de la
protéine p53 freinant indirectement le développement
des tumeurs. L’hypoxie pouvant exister au cceur des
tumeurs solides peut inhiber I'effet de I’étoposide et
expliquer certains des cas de résistance a ce composé.
In vitro, cette inhibition par I’hypoxie est observée dans
des cellules d’hépatocarcinome Hep G2, mais I'effet
inverse est constaté avec des cellules tumorales mam-
maires MCF7 (deux lignées avec p53 non mutée) [32].

Pour que I’étoposide soit efficace, la présence de la pro-
téine p53 semble donc indispensable, or une proportion
importante des cancers (environ la moitié des cancers
bronchiques) présente une mutation dans le géne de la
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protéine p53 ou de I'une de ses protéines régulatrices comme pl4*RF,
ce qui devrait compromettre I'efficacité de ce composé. Cependant,
I’étoposide peut également avoir une action méme en cas de mutations
touchant les génes codant pour les protéines ATM, p14** ou p53. Dans
le cas d’une mutation de la protéine ATM, cela s’explique par I’existence
d’une autre voie : Iintervention de la kinase ATR, permettant de mainte-
nir un haut niveau d’activité de la protéine p53, ayant pour conséquence
la stimulation d’expression d’autres genes impliqués dans I’apoptose.
Mais manifestement la voie faisant intervenir la protéine p53 n’est pas
la seule impliquée dans I'effet pro-apoptotique de I’étoposide. €n effet,
Clifford et al. [33] ont constaté que ce composé était capable de pro-
voquer |'arrét du cycle cellulaire en G2 méme chez des cellules HT1080
ayant une forme mutante négative dominante de p53. Bjorling-Poulsen
et Issinger [34], pour leur part, ont observé que I'étoposide inhibait I'ex-
pression de plusieurs genes régulant le cycle cellulaire chez une lignée
cellulaire HL-60 (leucémie) présentant aussi un géne p53 muté.

Résistances a I’étoposide et nouveaux composés

Les résistances au traitement par I'étoposide sont de toute évidence
multifactorielles et peuvent résulter notamment de mutations affectant
la Topll. Par exemple, une mutation de la Topll dans le domaine ATPa-
sique empéche la fixation de I’étoposide [35] ; une mutation du signal
de localisation nucléaire de la Topll, conduit a une localisation erronée
de I’enzyme dans le cytosol, qui intercepte I’étoposide dans le cytosol
empéchant son passage dans le noyau, et provoque ainsi la résistance
[35]. Les résistances peuvent aussi résulter d’un efflux actif s’opposant
a 'accumulation de I’étoposide dans la cellule tumorale, et faisant
intervenir des transporteurs de type ABC (ATP binding cassette) [36].
Depuis plus de dix ans, de nouvelles molécules proches de I’étoposide
et dérivées de la PTOX sont produites et testées. Plusieurs objectifs
sont poursuivis, notamment améliorer la solubilité en milieu aqueux,
la demi-vie ou la disponibilité dans la cellule, mais surtout augmenter
I’efficacité cytotoxique et échapper aux résistances (dues par exemple a
un efflux par des transporteurs de la famille ABC). Une meilleure sélecti-
vité peut aussi étre recherchée. Ainsi Castro et al. [37] ont synthétisé a
partir de PTOX un composé actif in vitro contre des cellules de carcinome
du c6lon. Une autre démarche vise a produire des composés de structure
plus simple, efficaces en mélange racémique et pouvant donc étre syn-
thétisés facilement, cela est délicat car il semble que la stéreochimie du
carbone 9 soit importante pour "activité biologique. Toutefois Magedov
et al. [38] relatent "obtention de composés racémiques capables d’in-
duire I’apoptose de cellules de lymphome (lignée Jurkat).

La compréhension des mécanismes moléculaires sous-jacents a I’in-
teraction étoposide-Topoll et aux résistances a permis de définir des
axes pour le développement de nouveaux dérivés. Les modifications
portent essentiellement sur les substituants du noyau €, qui détermi-
nent I'interaction avec la Toplla et les substituants du C, du noyau C
qui influencent plutét la disponibilité cellulaire [39]. Certains com-
posés tels que le TOP-53 et le GL-331 (Figure 1C) font actuellement
objet de tests cliniques [40]. Les travaux récents d’Azarova et al.
[29] ont démontré que les leucémies secondaires aigiies induites par
I’étoposide impliquaient préférentiellement la formation de complexes
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e les domaines carboxy-terminaux qui contien-
nent d’autres résidus importants pour la cata-
lyse et permettent, avec les régions CAP, le passage du segment T d’ADN. La catalyse débute par la capture puis la fixation de I’ADN (segment G). Puis en
présence de cations divalents un équilibre coupure/ligation va s’établir. La coupure s’effectue par trans-estérification et fait intervenir les deux résidus
tyrosine du site actif. €lle aboutit a la formation d’une liaison covalente (liaison phospho-tyrosyle) entre I’extrémité 5’ du fragment d’ADN et I’enzyme. La
fixation de deux molécules d’ATP au niveau des domaines amino-terminaux provoque un changement de conformation de I’enzyme permettant le passage
du segment T a travers la coupure du brin G. A la suite de cette translocation, la religation du segment G se produit puis I’hydrolyse de I’ATP va permettre le
relargage de I’ADN et le retour de ’enzyme a sa conformation initiale. 'étoposide modifie I'activité de la Topll en se fixant par I'intermédiaire de liaisons
faibles dans le domaine de fixation de I’ATP et en interagissant avec le site actif, ce qui a pour conséquence de stabiliser la coupure double brin de ’ADN
et d’inhiber le passage de I’autre brin d’ADN a travers la coupure. La partie de la molécule d’étoposide en interaction avec la Topll est encadrée en rose
(d’apres [39]). C. Représentation schématique du cycle cellulaire et du niveau d’intervention de la PTOX et de I’€TO. Le cycle cellulaire, intervalle de temps
séparant deux divisions, comporte quatre étapes : une phase G1 (gapl ou growth phase 1) préparant & la syntheése de I’ADN, une phase de synthese de
I’ADN (phase S), une phase G2 (gap?2 ou growth phase 2) qui prépare a la division cellulaire et une phase de division cellulaire (phase M ou mitose), les trois
premiéres phases constituant I'interphase. Entre chacune de ces étapes, il existe des points de contrdle qui ont pour but de vérifier I'intégrité de ’ADN et
qui autorisent la poursuite du cycle cellulaire ou envoient la cellule vers I'apoptose en cas de perte de I'intégrité cellulaire. Les cibles moléculaires de la
PTOX et de I’étoposide sont différentes et ils agissent également a deux niveaux différents du cycle cellulaire. La PTOX bloque les cellules au niveau de la

mitose alors que I’étoposide intervient au moment de la phase de synthése.
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avec Iisoforme ToplIf alors que les complexes conduisant a I’inhibition
de la Topllow avaient un effet cytotoxique et donc curatif. Ces résultats
témoignent de la nécessité de développer a I’avenir des molécules ciblant
spécifiquement I'isoforme Toplla.

Le défi posé par I’appauvrissement des sources de PTOX

Lutilisation accrue des drogues dérivées de la PTOX en chimiothérapie
pose le probléeme de Iapprovisionnement en PTOX. Podophyllum hexan-
drum, qui fait I'objet d’une cueillette intensive excédant ses capacités
de régénération naturelle apparait désormais sur appendice Il du CITES
(convention for international trade in endangered species) répertoriant
les especes menacées de disparition. Par conséquent le commerce de ces
plantes est étroitement contrdlé (World conservation monitoring centre,
2001). Il est trés difficile d’envisager la culture de cette plante a cause de
sa longue phase juvénile, de sa pauvre capacité a faire des fruits et de la
longue période de germination de ses graines. Le Podophyllum américain,
certes moins menacé, renferme quant a lui trois fois moins de PTOX. Son
utilisation pour I’extraction de la PTOX ne constitue donc qu’une alterna-
tive @ moyen terme. D’autre part, bien que techniquement possible [41],
la synthese chimique de la PTOX est largement entravée par des problémes
de fermeture stéréochimique du noyau aromatique et ne peut fournir cette
molécule qu’a des colts prohibitifs.

Ce probleme d’approvisionnement est a I’origine d’une recherche active de
sources alternatives de PTOX. Depuis le début des années 1990, de nom-
breux travaux témoignent de la volonté des chercheurs de mettre au point
des systémes biologiques confinés in vitro (racines transgéniques, cultures
cellulaires provenant de Podophyllum ou d’autres genres tels Hyptis, Anth-
riscus, Juniperus ou Dysosma) produisant de la PTOX ou ses dérivés [42].
Dans cette optique, le genre Linum apparait comme un bon modele pour
la poursuite des études sur les lignanes. €n effet, des lins sauvages tels
que Linum album ou Linum flavum (Figure 2) accumulent respectivement
de la PTOX et de la 6-méthoxy-PTOX [43]. La voie du génie génétique, qui
nécessite le clonage des génes codant les enzymes limitantes de cette voie
métabolique, couplée a des méthodes de supplémentation en précurseurs
simples pourrait également offrir de nouvelles perspectives. ¢

SUMMARY

Interest of lignans in prevention and treatment of cancers

Lignans are diphenolic compounds widely distributed in the plant kingdom.
They are mainly localised in lignified tissues, seeds and roots. These mole-
cules are involved in plant defence mechanisms, but are also interesting for
human health. Flax lignans belonging to the phytoestrogens are metabo-
lised after ingestion into enterolignans that may offer a protection against
the onset and development of hormono-dependant cancers. In vitro stu-
dies based on mammalian cellular models tend to confirm their beneficial
effects observed during epidemiological studies and give us insights about
their mechanisms of action. The most studied lignan, podophyllotoxin, and
its semi-synthetic derivatives (etoposide, teniposide, etoposide phos-
phate), are particularly interesting at a curative level due to their cytotoxic
properties. These semi-synthetic derivatives are used in chemotherapy of
lung cancer for example. However, the extensive use of these anticancer
drugs will lead to the problem of podophyllotoxin supply. This molecule is
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currently extracted from the rhizomes and roots of an Indian

species Podophyllum hexandrum which has subsequently

become endangered. Strategies are investigated to obtain
economically viable alternative sources of Podophyllotoxin

from plants and in vitro cultures of several species. Among
them, north american Podophyllum peltatum, Linum wild

species, Hyptis, Anthriscus, Juniperus or Dysosma species
which accumulate Podophyllotoxin or closely related deri-

vatives, are good candidates. ¢
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Mutagenése chimique in vivo et in vitro chez la souris :
récents progrés et applications pour la recherche
de séries phénotypiques ou alléliques a haut débit
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Phase | ¢ Le point sur...
2-3 octobre 2008 ¢ Saint-Raphaél

Objectifs * Au cours de ces dernieres années, il a été clairement démontré que la mutagenese chimique par ENU (N-ethyl N-nitrosourea)
chez la souris constitue un outil remarquable de génomique fonctionnelle. Un des atouts de cette approche repose sur son potentiel & définir
des interactions génétiques échappant & la prédiction et & identifier les connexions qui s'établissent entre les différents réseaux génétiques.
Cette propriété s’est récemment renforcée gréice & la mise en oeuvre de cribles de mutagenése dits « sensibilisés » et permettent de carac
tériser des mutations interférant avec des génes d'intérét, localisées dans certaines régions du génome, ou entrainant une variation de
la réponse & un challenge issu de I'environnement. Le but de I'atelier sera de faire une revue du principe de la mutagenése chimique, le
point sur les différents types de cribles génétiques possibles (dominant, récessif, sensibilisé...), puis de donner les bases des considérations
nécessaires aux évaluations phénotypiques qui permettent de sélectionner les variants porteurs de mutations d’intérét et d’'une présentation
des grands cribles en cours en Europe, en Angletferre, en Allemagne et en France. Ensuite la considération des séries alléliques ou phéno-
typiques permetira de compléter et de faire la fransition afin d’aborder les approches génotypiques de la mutagenése chimique. Plusieurs
programmes de développement technologique de recherche de mutations induites par des agents chimiques ont démarré soit chez I"animal,
soit dans des cellules embryonnaires souches. Ces programmes permettent de sélectionner un ensemble de mutations affectant les parties
codantes, les sites d'épissage mais également les parties non codantes des messagers ou encore les régions régulatrices d'un géne d'in-
térét. A partir de telles archives, il est actuellement possible de rechercher une série allélique pour un géne d’intérét et générer ensuite les
souris porteuses de ces mutations pour analyser la fonction des domaines d'une protéine ou la régulation d’un géne.

Public ® Chercheurs, médecins, techniciens, ingénieurs, postdoctorants et étudiants intéressés par I'analyse génétique chez la souris. Des bases
solides sont requises en génétique et biologie moléculaire et des notions de bioinformatique sont souhaitées pour la phase Il.
Les conférences seront données en anglais.

Nombre maximum de participants : 80.

Programme ® Présenter les principes/méthodes pour réaliser une approche génotypique en utilisant les ressources de mutations. Savoir
développer et implanter une approche phénotypique : une vision globale des cribles, des connaissances sur les techniques d’analyse
phénotypique haut débit et les cribles spécifiques, les cribles génétiques avancés : modificateur ou balanceur.

Phase Il ® Maitrise technique
Novembre/Décembre 2008 ¢ Limoges/Orléans

Programme ® Stratégie de mise en place d'un crible de mutagenése : place minimum en animalerie, la production de méles ENU (injection
ENU, choix du fond génétique...) ; le montage d'un crible phénotypique (type de paramétres qui peuvent étre mis en place) ; criblage de
souris F1 avec des paramétres biochimiques, hématologiques, morphologiques. Analyse des résultats. Théorie et pratique sur la cartographie
(microsatellite et SNP) ; présentation du criblage de cellules et technique de suivi des mutations.

Sélection ® 5-10 participants seront sélectionnés parmi les participants de la phase 1.

Avec la participation de © Johan Auwerx (lllkirch, France), Philip Avner (Paris, France), David Beier (Boston, USA), Véronique Blanquet
(Limoges, France), Steve Brown (Harwell, UK), Sophie Chantalat (Evry, France), Roger Cox (Harwell, UK), Martin Hrabe de Angelis
(Neuherberg, Germany), lan Jackson (Edinburgh, UK), Monica Justice (Houston, USA), George Kollias (Hellas, Greece), John T. Kung
(Taipei, Taiwan), Juergen Laufs (Munich, Germany), Terry R. Magnuson (Chapel Hill, USA), John C. Schimenti (Ithaca, USA), Karen
L. Svenson (Bar Harbor, USA).

Date limite d’inscription : 7 juillet 2008
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