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Introduction générale

Depuis que le prophete Mohammed &l 5 4de & Lo a révélé les vertus
thérapeutiques de I'urine de dromadaire "Si cela vous convient, allez boire du lait et de l'urine
de chamelles" Hadith rapporté par AL-Boukhari, les religieux n’ont cessé de les recommander
et les scientifiques musulmans de le prouver. Historiqguement, le lait et I’urine de chamelle ont
¢té utilisées traditionnellement pour le maintien d’une bonne santé et dans le traitement de
diverses maladies (REDWAN et TABLL, 2007; KONUSPAYEVA et al., 2007 ; CONESA
et al., 2008; AGRAWAL et al., 2009 ; ALHAIDER et al., 2011). Des études antérieures ont
démontré son activité antimicrobienne contre les bactéries pathogénes (BENKERROUM et
al., 2004) et son activité de la lactoferrine contre ’infection de virus de ’hépatite C et les
cellules cancéreuses (EL- FAKHARANY et al., 2008).

La consommation de l'urine de chameaux est I'une des nombreuses options de
traitement qui est disponible dans la péninsule arabique depuis des siecles. Ces derniéres
années, sa réclamation de médicament a été mise sous surveillance et avec des réesultats
prometteurs, La teneur élevée du lait de chamelle en facteurs anticancéreuses, selon lequel il
est rapporté a une activité capable de tuer plusieurs lignées de cellules cancéreuses
(KHORSHID, 2012).

Le cancer est la maladie qui afflige le monde du 21°™ siécle. Des milliers de nouveaux
cas sont signalés chaque année avec les taux de létalité élevés. Demeure une préoccupation de
la santé publique dans le monde, avec environ 14,1 millions nouveaux cas et 8,2 millions de
déces ayant eu lieu dans le monde entier en 2012. Les femmes ont une chance de 1 a 8 d’avoir
un cancer du sein, le cancer le plus fréquent rapporté. L’augmentation rapide et importante du
nombre de cancers du sein chez la femme est un phénomene nouveau particulierement
inquiétant et qui mérite un développement particulier. Dans le monde, selon ’OMS le cancer
du sein est le premier cancer de la femme avec un nombre de nouveaux cas estimé a 1,67
millions soit 25% de ’ensemble des cancers de la femme en 2012. En Algérie, il représente
plus de 40% de I’ensemble des cancers de la femme avec 11 000 nouveaux cas estimés par

année, ce pourcentage traduisant probablement un biais de recrutement. C’est un cancer qui

est en nette augmentation depuis plus de 20 ans (ABDELMALEK, 2014).

Cela refléte probablement I'amélioration des options de traitement (ROOD et al.,
2004; ROSSI et al., 2008). Bien que la chimiothérapie est le traitement traditionnel pour
supprimer I’apparition et la progression du cancer, leur effets secondaires graves et la
possibilité de rechute et la douleur associée a chances de succes humidifiez le traitement
(ROMLI et al., 2016).
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La pharmacopée traditionnelle dans beaucoup de pays qui utilise ’urine et le lait de
chameau comme ingrédient thérapeutique. Dans la Péninsule arabique, la consommation de
I’urine de chameau, soit seule, soit mélangée avec le lait de chamelle, une telle cure est sensée
résoudre ou aider au traitement d’un grand nombre de maladies (REDWAN et TABLL,
2007).

Le systeme du complément distingue le soi du non-soi et constitue une partie
importante de la réponse immunitaire innée, joue un rdle plus important que I'immunité
humorale en surveillance du systéme immunitaire contre les cellules cancéreuses, L’efficacité
du complément dans la détection précoce et I’élimination des cellules cancéreuses est
incertaine. Le systéme du complément est un composant important de la réponse
inflammatoire. L’inflammation est impliquée dans diverses étapes de la progression de

I’oncogenese du cancer du sein (VAHID, 2017).

De ce fait, nous nous sommes proposé a réaliser ce travail qui vise essentiellement,

L’étude de I’effet anticancéreux in vivo et in vitro de lait et d’urine de chamelle.

La présente étude s’articule autour de trois volets d’investigations complémentaires :

1. Détermination ou Vérifies si les urines et le lait augment la voie Alterne du complément ;
2. Vérifier si I’augmentation de la voie alterne donne une bonne réponse de cancer du sein ;

3. Vérifier est ce que les urines et le lait donnent une réponse sur les tumeurs du cancer du

sein.
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Chapitre 1 Pharmacopée traditionnelle a base de lait et des urines camelins

I- Chameau d’Arabie

Le chameau d’Arabie (Camelus dromedarius) (figure 1) est I’animal le plus important
du bétail dans les zones semi-arides des pays du Nord d’Afrique (KAPPELER, 1998).
Sachant que le dromadaire est considéré autant qu’un animal laitier. Le dromadaire produit un
lait qui difféere du lait de vache dans la composition et la structure de sa teneur en protéines
(DEVENDRA et al., 2016). Généralement le lait de chamelle (LC) est destiné a
I’autoconsommation (LAKHDARI, 2016), comme celui beaucoup des autres mammiferes,
LC est un milieu de composition chimique et physique complexe (MINT MEILOUD et al.,
2011 ; AMEL et al., 2009). Ces composants possédants des effets sur certains cancers. Il est
généralement opaque et blanc, a un go(t acceptable. Le lait normalement a une saveur douce
et forte, mais parfois peut aussi avoir un godt salé (AL HADJ et AL KANHAL, 2010).

Les sociétés arabo-musulmanes et en particuliers les zones sahariennes ont développés
durant des siecles des thérapies a base de plant, minéraux et produits des animaux. L urino-
thérapie prend une place importante dans cette pharmacopée traditionnelle a été proposee
comme option de traitement dans beaucoup de pays (kasakistan, Inde, Marroc, Arabie Saoudi,
Unaited Arab Emirates etc) (MEHAIA, 1993 ; KONUSPAYEVA et al., 2004; STAHL et
al., 2006 ; REDWAN et al., 2007; MAL et PATHAK, 2010).

p— =

Figure 1. Le chameau d’Arabie (Camelus dromedarius) (LAKHDARI, 2016).
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I-1- lait de chamelle

Lait de chamelle (LC) est apprécié traditionnellement pour déférentes propriétés
parmis les quelle des propriétés anti-infectieuses, anticancéreuses, antidiabétiques et plus
généralement comme reconstituant chez les malades convalescents. Les potentiels des
avantages de la santé du LC sont obtenus grace a un certain nombre de composants bioactifs
dans le LC (AGRAWAL et al., 2007; ENGLEBERT, 2007).

Le LC est un milieu de composition chimique et physique complexe composé de
caséine comme principale protéines de lait. 1l contient une bonne quantité de protéines de
protection, y compris lysozyme, lactoferrine, la lactoperoxydase, enzyme de peptidoglycane
reconnaissance protéines, les lipides et le lactose, ainsi que des vitamines et des sels
minéraux. Ces facteurs immunitaires sont présents a des concentrations plus élevées dans le
LC, qui pourraient avoir un rOle essentiel pour renforcer les mécanismes de défense
immunitaire (AMEL et al., 2009 ; MINT MEILOUD et al., 2011).

I-1-1- Propriétés anticancéreuses

On reconnait au LC des propriétés immunostimulantes ayant un role dans le contréle
des processus tumoraux, il est traditionnellement utilise comme adjuvant a la chimiothérapie
de certains cancers, notamment ceux du tube digestif (KONUSPAYEVA et al., 2004). 1l
semble également que des résultats probants soient obtenus dans certaines maladies auto-
immunes, telles que lupus, pemphigus, maladie de Crohn et la sclérose en plaques (YAGIL et
VANCREVELD, 2000).

L’effet thérapeutique de LC a été confirmé que la lactoferrine (Lf) a la capacité
d’inhiber la prolifération des cellules cancéreuses in vitro et la réparation des lésions de
I’ADN (ALl et al., 2013). Les composants du lait, du moins les protéines et leurs dérivés, qui
exercent une action anticancéreuse sur l'organisme (DAVOODI et al., 2016; SOLENNE,
2017).

I-1-2- Facteurs anticancéreux
I-1-2-1- Lactoferrine

La lactoferrine (Lf) a la capacité d'inhiber la prolifération des cellules cancéreuses in
vitro et la réparation des dommages a I'ADN (KULA et DECHASA, 2016). la Lf est
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puissante pour la réduction de 56 % de la croissance du cancer (HABIB et al., 2013). La Lf
c’est un facteur anticancéreux, qui serait présente en grande quantité dans le LC. Il joue un
role reconnu dans le traitement de certains cancers et ses effets anti-tumoraux ont été étudiés
notamment chez le rat (JOUAN, 2002). Partant de ces résultats observés en laboratoire,
(CHISSOV et al., 1995) ont élaboré une préparation a base de Lf a utiliser dans les zones
oropharyngiennes apres une chimiothérapie (KONUSPAYEVA et al., 2004). La Lf modulé
la différenciation, la maturation, activation, migration, prolifération et fonction des cellules
immunitaires. Il favorise également 1’interaction cellule-cellule et activation de Neutrophiles
ou leucocytes polymorphoneuclear (PMN) et les cellules Natural Killer (NK), donc stimuler
la réponse immunitaire (JAGAT et al., 2015) (Annexe 1).

I-1-2-2- Immunoglobulines

Le Lait de chamelle a également la réputation d’étre trés riche en immunoglobulines
(1g) dont la structure trés particuliére intéresse la médecine humaine (KONUSPAYEVA,
2007). Les Ig du LC ont été isolées et caractérisées, dont les 1gG présentent une predominance
et composent par plusieurs sous classes (ELAGAMY, 2000). Elles jouent le role dans les
défenses immunitaires, et également un réle non négligeable dans la protection notamment du
jeune contre les maladies. La teneur répertoriée dans le LC est 4 a 6 fois supérieure a celle de
la vache (KONUSPAYEVA, 2007). Cette protéine camelin Ig est plus thermorésistante
(ELAGAMY, 2000; HAMIDI, 2015).

I-1-3- Caséine

La principale protéine de lactosérum est la caseine (CN). Il est le plus important et le
plus élevé en proportion des protéines totaux (SIBOUKEUR, 2011). Le Lactoserum contient
un taux de CN égale environ 52 a 87 % des proteines totales (AL HADJ et AL KANHAL,
2010).

La caséine a de puissants effets antimutagenes prouves grace a des modeéles
mutageénes. Plusieurs expériences sur des animaux ont également montrent un effet inhibiteur
de la CN contre mutagénes. La littérature indique que la CN pourrait prévenir le cancer du
cblon et du sein (SUNG-WOO et al., 2014). BONUCCELLI et al., (2012), On montré que la
a-CN pourrait significativement inhiber la croissance et les métastases d’une lignée de

cellules de murine de tumeurs mammaires (cellules de Met-1) et les deux lignées cellulaires
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du cancer du sein humain (MCF10A-H-Ras et cellules MDA-MB-231). En outre, a-CN
véhiculée par ses effets de suppresseur de tumeur par I’intermédiaire de ’activation de la
signalisation STAT1. C’est-a-dire que o-CN pourrait constituer une thérapie de

« différenciation » pour le cancer du sein.

I-1-4- Lactose

Le lactose (L) est le glucide majeur dans le lait et une source d’énergie pour les
nouveaux nés. La teneur en L du LC varie de 2,40 et 5.80% (KONUSPAYEVA et al., 2009 ;
FARAH, 2011). Le stade de lactation, 1’état d’hydratation et le type de race, tous ces
conditions possédent un effet sur la teneur du lait camelin en L (SIBOUKEUR, 2007 ; AL
HADJ et AL KANHAL, 2010).

L’amélioration de la digestion du L chez les personnes qui ont 1'abaissement de niveau
de cholestérol, (OLSON et ARYANA, 2008). En outre, de nombreuses études ont rapporté
des effets thérapeutiques contre des maladies comme le cancer, les troubles intestinaux,
stimule le systeme immunitaire par des propriétés immunomodulatrices et immunostimulantes
(GUGLIELMOTTI et al., 2007 ; BOUCHEFRA, 2012).

I-1-5- Minéraux

Le lait de dromadaire montant un total de minéraux situe entre 0,60 a 1,0 %
(KONUSPAYEVA et al., 2009). Il contient les principaux sels minéraux qui sont le Chlorure
de sodium (Na), phosphate (P), calcium (Ca), magnésium (Mg), potassium (K), Fere (Fe), de
zinc (Zn) et de cuivre (Cu), et le citrate (KAPPELER, 1998; AL HADJ et AL KANHAL,
2010). Les sels minéraux participent dans la synthése des proteines, a I'immunité cellulaire et

humorale, a la transcription génique et a la structure d'hormones (SGUERA, 2008).

I-1-6- Matiéres grasses

La teneur en matiere grasse (MG) du LC est entre 1,2 et 6,4 % avec une moyenne de
3,5% (KONUSPAYEVA et al., 2009). Une forte corrélation positive a été trouvée entre les
graisses et les protéines contenus (HADDADIN et al., 2008). Certain types des lipides utilisés
comme des médiateurs impliquent dans le processus immunitaire et inflammatoire. Elle
diminue la production de prostaglandines, donc l'efficacité du SI. Jouer un rdle fonctionnel
bénéfique pour la sante (SGUERA, 2008).
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I-1-7- Vitamines

Le lait dromadaire a été signalé a contenir diverses vitamines (Vit), tels que les
vitamines liposolubles A, D, E, K et les vitamines hydrosolubles de groupe B et C (Annexe 2)
(HADDADIN et al., 2008; STAHL et al., 2006). Le LC est connu pour étre une source riche
de Vit C (STAHL et al., 2006). Ces teneurs élevees en Vit C améliorent la valeur
nutritionnelle du produit surtout que les sources en cette Vit dans les régions arides demeurent
insuffisantes (HADDADIN et al., 2008). Les niveaux de Vit A, E et B1 ont été signalés a étre
faible dans le LC par rapport a du lait de vache (STAHL et al., 2006).

I-1-7-1- Vitamine C

La Acide ascorbique (Vit C) est un antioxydant tres puissant. La Vit C permet en tant
gu'agent anticancéreux, en détruire les radicaux libres. Elle possede différents mecanismes
impliqués dans les effets anticancéreux. Cela comprend la capacité d’éliminer sélectivement
les cellules cancéreuses en induisant la cellule suicide (apoptose) sans endommager les
cellules normales. La Vit C soutien les tissus normaux pouvant ainsi réduire les effets
secondaires dévastateurs de la chimio et de la radiothérapie (RATH, 2016). La Vit C renforce
les défenses immunitaires et la résistance a I’infection virale et bactérienne, par leur
augmentation de la mobilité des polynucléaires neutrophiles avec 1,5 a 2 g/jour, augmente la
capacité de phagocytose, la production d’IgM, anticorps de la premicre ligne de défense, la
production d’interféron, signal d’alerte des systémes de défense activant les macrophages,
ainsi que la Vit C améliore les fonctions des lymphocytes T et B. Elle posséde une action
angiostatique (bloque la vascularisation qui alimente la tumeur), et réduit les risques d’avoir

une proctite induit par la radiothérapie lors d’un cancer (ZIMMER, 2006).

1-1-7-2- Vitamine E

La Vit E (Tocophérol) améliore l'action du sélénium serrant a combattre le cancer. La
Vit E ou tocophérol a comme principale propriété de piéger et d'empécher la propagation des
radicaux libres pyroxyles, formes a partir des acides gras polyinsaturés par l'action de
l'oxygene. C'est donc un protecteur des lipides membranaires et des lipoprotéines (SGUERA,
2008).
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I-1-7-3- Vitamine A

Vit A (Rétinol), est un élément indispensable intervenant dans la vision, l'acide
rétinoique exerce une action marquée sur la prolifération et la différenciation des tissus tels
que I'épithélium respiratoire, la muqueuse digestive, la peau, les différentes cellules
notamment embryonnaires. Le bétacarotene ou provitamine A, a une action antioxydant
particulierement efficace, fondamentale au niveau cellulaire, membranaire et surtout nucléaire
(SGUERA, 2008).

I-2- Urine de chamelle

L’urine de chamelle (UC) a une couleur jaune foncée. Il présente un pH basique de 7,8
(ALBIE et al., 2017) et une densité entre 1,045 a 1,06. L’UC se caractérise par ’absence de
I’ammoniaque qui caractérise par une forte odeur et la présence de traces d’urée,
contrairement aux urines de tous les autres animaux, y compris ’'Homme (Annexe 3), sachant
que ces deux molécules sont a 1’origine de la mauvaise odeur et de la toxicité de l'urine. Elle
contient de faibles quantités de certain élements toxiques tels que : le cadmium, le plomb, le
mercure et ’arsenic. L’urine des chameaux présente de fortes concentrations en K, Mg et
protéines albumineux et de faibles concentrations d’acide urique, Na, créatine, acides aminés
et les sels inorganiques. Tous ces composants sont solubles dans lI'eau (AHAMAD et al.,
2010; GEHAN et al., 2015).

Historiquement, 1'usage thérapeutique de 1'urine de chameau est ancien et est méme
mentionné dans ’islam, elle est rapportée par AL-BOUKHARI et MOUSLIM dans leur
sahih, ou des étrangers arrivent a Médine et tombent malades et Le prophéte‘PMJ 8 6 ayr
ordonna de boire le lait de chamelle pour se nourrir et de I’'urine pour guérir. Ce qu'ils firent
jusqu'au recouvrement de leur santé (SARA et SALMA, 2015). La tradition veut que I’'UC
soit utilisée notamment pour traiter des devers maladies. L’UC a aussi des propriétés
antipelliculaires, et utilisée en shampoing, elle apporte un lustre brillant a la chevelure. Elle
peut aussi prévenir de la soif et de la faim chez le caravanier perdu dans le désert (Al-
ABDULLAH, 2010 ; SAMIA, 2013).
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I-2-1- propriétés anticancéreuses

L'urine de chameaux traditionnellement a été utilisee pour traiter le cancer, en
particulier son role dans l'angiogenése tumorale, I'étape clé impliquée dans la croissance
tumorale et les métastases. L’UC posséde des effets sur les composants clés de l'angiogenése
inflammatoire dans le modéle d'angiogenese d'implant spongieux canule murine. Une
fonction régulatrice de I'UC sur de multiples parametres des principaux composants de
I'angiogenése inflammatoire a été révélée donnant un apercu du bénéfice thérapeutique

potentiel sous-tendant les actions anticancéreuses de I'UC. (SARITA et al., 2014).

Les propriétés immuno-stmodulatrices sur les cellules cancéreuses sont attribuées aux
caratéristiques biochimiques des urines. La composition de I’UC est différente de celle de
beaucoup d’autres mammiféres. Ces constituants chimiques de I'urine de chameau, Il a signalé
que contrairement a tous les autres animaux, y compris les humains, les chameaux excretent
pas d'ammoniac et seulement une trés légere trace d'urée, et ces molécules sont responsables
de la mauvaise odeur et de la toxicité de l'urine (ABDELILAH et al., 2012).

I-2-2- Sels inorganiques

Le zinc (Zn) et du selénium (Se) possédant un role dans le maintien et la promotion de
la santé animale et humain a suscité un intérét particulier. Le Se est bien connu pour ses
propriétés antioxydants, anticancéreuses et puissantes (GANTHER, 1999, SURAI, 2002,
CHUNG et al., 2007). Le Zn est connu pour son réle essentiel dans la croissance, I'immunité
et la réplication de 'ADN. (SEBASTIEN et al., 2007). (Voire Annexe 4)
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II- Cancer

Le cancer est une prolifération rapide et anarchique de cellules anormales qui ont la
capacité d’envahir et de détruire les tissus sains et de se disséminer dans 1’organisme formant
des métastases qui sont la principale cause de décés par cancer. La transformation d'une
cellule normale en une cellule cancéreuse est un processus long qui se déroule en plusieurs
étapes, progressant le plus souvent d'une lésion précancéreuse a une tumeur maligne. Le
cancer est un probléeme de santé publigue mondial: 2.7 millions de nouveaux cas
diagnostiqués en 2008. Dans 20 ans, la morbidité due au cancer augmentera de 50% en raison
du vieillissement biologique de la population et de 1’exposition croissante aux facteurs de
risque (AGAG, 2012).

I1-1- Cancer du sein
11-1-1 Définition et généralités

Il s’agit d’un cancer qui se développe dans le sein, généralement dans les canaux
galactophores (conduits qui transportent le lait jusqu’au mamelon) et dans les lobules (glandes
qui produisent le lait) (figure 2). C’est le premicre cancer féminin (Annexe 5), Il touche les

femmes et les hommes, méme si le cancer du sein masculin est rare (GAUTHIER, 2013).

Les lobules
y Le lobe

Les canaux

Le mamelon

/ L'aréole
//‘ A =
/s / Les tissus graisse
/S /o
/ = -
.es ganglons - ‘ ;
vimphatiques | /\‘ =
Les vaisseaux
hmphatiques

Figure 2. Anatomie du sein montrant les ganglions et les vaisseaux lymphatiques.
(GAUTHIER, 2013)




Chapitre I Cancer du sein

11-1-1-1- Type de cancer du sein

Il existe deux types de cancer du sein (HBOUR, 2008) ;

R

% Cancer in situ : la prolifération épithéliale maligne est dans la lumiere soit du
canal galactophorique, il s’agit alors d’un carcinome intracanalaire, soit des acini
situés dans les lobules, il s’agit alors d’un carcinome intra lobulaire mais la
membrane basale est toujours respectée. On parle alors d’absence d’infiltration.

«» Cancer infiltrant: c’est un cancer envahissant le tissu mammaire, évoluant

localement puis métastasant, le premier relais étant les ganglions sous les aisselles.

11-1-2- Epidémiologie

Dont la forte progression prend des proportions inquiétantes avec plus de 10744
nouveaux cas en 2015 en Algérie. Taux d’incidence du CS varient selon la région
géographique (CHERIF, 2017). Selon I’Haute Autorité de Santé (HAS) 2015, 48 763
nouveaux cas estimes en 2012, le CS se situe au 2~ rang des cancers incidents, devant le
cancer du célon-rectum. Soit 54 nouveaux cas pour 100 000 femmes ; actuellement ce chiffre
est estimé a 11 000, soit une augmentation de 500 nouveaux cas par an. Il représente 33 % de
I’ensemble de tous les cancers incidents chez la femme, et 60 % des nouveaux cas de CS
surviennent chez les femmes agees de 50 a 74 ans (HAS, 2015).

De plus, le CS, en Algérie touche autant la femme jeune que la femme ménopausée, ce
qui complique son dépistage : I’dge médian est de 47 ans c'est-a-dire que 50% des CS ont déja
eu lieu avant cet age (ABDELMALEK, 2014).

11-1-3- Facteurs de risque

Certains facteurs de risque pourraient étre évités par la prévention, le plus souvent au
niveau individuel, notamment ceux qui sont liés a I’alimentation ou a nos modes de vie,
comme la consommation d’alcool ou le tabagisme. En effet, 85 % des CS ne sont pas
héréditaires. Tous les facteurs de risque doivent étre envisagés de facon globale lorsqu’on

veut estimer le risque réel qu’a une femme d’étre atteinte ou non » (ROMAN, 2012).

Les causes du CS ne sont pas connues, mais on a pu identifier quelques facteurs de

risque qui peuvent agir conjointement pour favoriser le développement d’un cancer

(ZIMMERMANN, 2013):
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11-1-3-1- Mastopathies bénignes

Certaines mastopathies bénignes ont une propension plus grande que d’autres a se
transformer en cancer. Ces lésions bénignes, dont la majorité le restera, sont bien connues des
médecins qui proposent aux femmes atteintes une simple surveillance et éventuellement un

traitement chirurgical.
11-1-3-2- Etat hormonal

Les femmes dont les cycles menstruels ont débuté avant I’dge de 12 ans et ont cessé
aprés I’age de 55 ans ont un risque plus élevé de développer un CS. Les femmes qui n’ont pas

eu d’enfant ou qui ont eu leur premier enfant apres 1’age de 30 ans ont un risque plus élevé de

développer un CS (GAUTHIER, 2013).
11-1-3-3- Alimentation et I’obésité

L’effet le plus net est celui de la quantité de calories absorbées, plus elle est élevée,
plus le risque augmente ; il peut ainsi &tre multiplié par 1.5 ou 2 pour les consommations les
plus ¢levées. L’obésité, une consommation relativement importante d’alcool (équivalent de
1/2 1'a 1 1 de vin par jour), la faible consommation de fruits et de légumes sont egalement
suspectées d’augmenter le risque, alors que I’exercice physique régulier serait protecteur.
Mais toutes ces données ne sont valables que sur un plan statistique et non pas individuel
(ZIMMERMANN, 2013).

11-1-4- Stades et grades du cancer du sein:

On appelle classification TNM la classification en stades des tumeurs malignes. TNM
est I’abréviation de Tumeur, Nodes (ganglions lymphatiques en anglais) et Meétastases.
L’indice a coté de la lettre se réfeére, pour le T, a I’extension et au comportement de la tumeur
primitive, pour le N, a Dl’atteinte ganglionnaire régionale, et pour le M, a la présence de

métastases a distance. 0 correspond a ’absence, et X signifie qu’on ne peut pas se prononcer.

La stadification du cancer consiste a définir la taille de tumeur et a vérifier si elle s’est

développée au-dela du site ou elle a pris naissance (tableau 1).

On distingue généralement cinq stades de la maladie, selon I’Union Internationale
Contre le Cancer (UICC) (RICHARD et al., 2009).
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Cancer du sein

Tableaux 1. Cing stades de la maladie de cancer du sein.

Stade Classification Remarque
Stade 0 | Tis NO MO Carcinome in situ; état précancéreux n’intéressant que
les cellule touches en premier.
Stade | | T1, T2 NO MO Plus le stade est avancé, plus le cancer est étendu.
Stade Il | T3, T4 NO MO Critéres utilisés: taille de la tumeur et/ou présence
Stade I11| Tout T N1, N2 MO | de métastases dans les ganglions et/ou les organes voisins
Stade IV| Tout T, tout N M1 Meétastases a distance

La détermination du grade (tableau 2) est fondée sur I'hétérogénéité des cellules

tumorales, sur leur architecture par rapport a I’architecture normale du sein et sur la fréquence

a laquelle elles se divisent (nombre de cellules en cours de mitoses) (GAUTHIER, 2013). Le

grade est réalisé en fonction de I’aspect des noyaux des cellules carcinomateuses. Si les

noyaux sont de petites tailles, réguliers entre eux, comportant une chromatine fine, le grade

est coté en . si les noyaux sont de taille variable (pléomorphes), a la chromatine grumelée, le

grade est soit de grade Il ou de grade III.

Tableau 2. Définition du grade héstopronostique de cancer du sein (HBOUR, 2008).

Grade Description

I Bas grade_ croissance lente, risques de propagation mois élevés

I Grade modére

Il | Haut grade _ croissance plutét rapide, risques de propagation plus éleves
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I11- Systéme immunitaire

Le systeme immunitaire (SI) est le principal systéme de défense de 1’organisme. 11
assure, de fagon souvent efficace, la protection vis-a-vis d’infections bactériennes ou virales.
Cette protection découle de la discrimination entre le soi et le non soi exercée par des
molécules de reconnaissance des lymphocytes. Une réaction immunitaire comprend trois

étapes :

- La reconnaissance d’une structure (antigéne) a l’aide de récepteurs lymphocytaires

spécifiques.

- Le développement controlé de réactions vis-a-vis de cet antigéne, soit production
d’anticorps, soit génération de cellules cytotoxiques ou phagocytaires.

- La destruction de I’agent infectieux (FRIDMAN, 1999).

I11-1- Systéme du complément

Le systeme du complément (SC) est un élément essentiel de l'immunité innée et
adaptative fournit une défense de premiere ligne contre les agents pathogénes (NORIS et al.,
2013). Le SC est une cascade protéolytique, comprenant plus de 30 protéines plasmatiques
(pour la majorite) ou membranaires principalement synthétisées au foie, est trés complexe
autant dans sa régulation que dans ses applications (WALPORT, 2001), dont certaines sont
douées dactivités enzymatiques, dautres sont des récepteurs membranaires ou alors des
proteines régulatrices des différentes voies d'activation, a l'interface de I'immunité innée et
adaptative (ALEXANDER et al., 2002 ; ALBERTO et al., 2017). Découvert en 1894 par
Jules Bordet en mélangeant un sérum normal et un sérum immun inactivé par la chaleur, le
complément (C) a été nommé en 1901 par Paul Erlich comme activité sérique complétant
I'activité bactéricide de l'anticorps (NONAKA et al., 2004 ; KOLEV et al., 2017).

Il forme un systeme en cascade, qui est activé par trois voies les quelles: classique,

alterne et lectine (figure 3):

& intervient dans I'élimination des microbes étrangers ou des auto-cellules modifiées,
# forme des produits d'activation qui initient I'inflammation,

# améliore les réactions immunitaires adaptatives,
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5 est responsable de la clairance des complexes immuns (PETER et al., 2006; JEREMIE et
al., 2014 ; CHIA et al., 2016).

IgM. 1gG VOI0 anerne
A ” Surface microbienne }
CiC Activation spontanee
Voie Classique Voie des Lectines l
C1q, C1r, C1s MBL, MASP <3
| / ' |
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Figure 3. Schéma récapitulatif des voies d’activation et de régulation du complément

(FREMEAUX-BACCHI et al., 2011).

I11-1-1- Activation

On distingue 3 voies distinctes appartiennent au SC, mais convergeant vers un point
commun: le clivage du C3. Il s'agit des voies classiques, lectine et les voies alternatives
(WALPORT, 2001 ; ANDREA et al., 2016). Les 03 voies aboutissent a la voie commune
pour la formation du complexe d'attaque membranaire (ANDREA et al., 2016). Activation du
C entraine opsonisation des agents pathogenes par phagocytose, induit une réaction
inflammatoire et finit par lyse les agents pathogenes par l’'intermédiaire du complexe
d’attaque membranaire. Activation est induite par trois cheminements distincts, la voie
classique (VC), la voie de la lectine (VL) et la voie alternative (VA). Liaison des anticorps

aux antigenes peut activer la C1 complexe (composé de Clq, Clr et C1s), qui conduira a
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I’activation de C4 et C2, ce qui entraine la génération d’une C3-convertase de C4b2a pour
activer la voie terminale. Dans le LP, la liaison de la lectine liant mannose (MBL) ou I’'une de
I’autre ficolins (FCN), a leurs ligands spécifiques s’active les protéases a sérine MBL-
associés (MASPs), par les présentes générant une C3-convertase par un mécanisme semblable
au VC. Activation du point d’accés peut se produire par I’intermédiaire de 1’activation
spontanée de C3 a C3(H,0), qui, si ne pas inhibée, génere une C3-convertase [C3 Bb (H,0)],
par activation des cellules apoptotiques, ou par amplification du rapport initial (MISCHA et
al., 2016).

I11-1-1-1- Voie classique de complément

La voie classique (VC) est activée par la fixation de la protéine C1q soit directement
sur I’agent infectieux, soit sur la protéine (C-Reactive Protein), ou soit sur une paire
d’anticorps déja fixé a la surface de I’antigéne (ALEXANDER et al., 2002 ; JEREMIE et
al., 2014).

I11-1-1-2- Voie des lectines du complément

La voie des lectines (VL) (ou voie MBL, ou encore voie du mannose) est activee par
la fixation de la protéine MBP au niveau de résidus mannose présent a la surface de 1’agent
infectieux (ALEXANDER et al., 2002 ; JEREMIE et al., 2014). Elle est quant mise en place
lorsque des microorganismes sont reconnus par des protéines « homologues » aux protéines
du complexe C1 (C1q, Clr et C1s). En effet, la protéine MBL (Mannose-Binding Lectin) est
capable de reconnaitre les 6 protéoglycanes contenant du mannose a la surface des
microorganismes, permettant ainsi 1’auto-activation de 2 protéines associees a MBL et
présentant une forte homologie avec C1r et C1s, respectivement MASP 1 et MASP 2 (MBL-
Associated Serine Proteases). Une fois activée, MASP2 a la capacité de cliver le composant
C4 en Cda et C4b (de la méme maniere que Cls dans la voie classique). Ensuite, C4b va
pouvoir cliver C2 en C2a et C2b. La C3 convertase (C4b2a) est alors formée (GUEGUINON,
2012).




Chapitre 111 Immunosurveillance anticancéreuse
111-1-1-3- Voie alterne de complément

La voie alterne (VA) agit comme un systéme de surveillance (MARI et al., 2017),
Elle est activée par la fixation de la protéine C3b a la surface de I’agent pathogene (Figure 4)
(ALEXANDER et al., 2002; JEREMIE et al.,, 2014 ; CHIAWT et al., 2016). Elle
représente un véritable systéme de sauvegarde de I'h6te humain, qui est déclenché
spontanément et partout dans un organisme Le systéme est initié dans la phase fluide par la
génération spontanée d'une enzyme qui clive C3, c'est-a-dire par la premiére C3 convertase.
C3 est le composant central du SC, est présent dans le plasma a une concentration élevée de
1,4 mg / ml et est distribué avec du sang et des fluides corporels. Par conséquent, le SC et
specifiguement la AP peut agir presque partout (PETER et al., 2006).

: c3
Surface cellulaire . Surface
: Bactérienne
humaine l\,,csa

Figure 4. Schéma d’activation et d’amplification de la voie alterne du complément

(FREMEAUX-BACCHI et al., 2011).

111-1-1-3-1- Génération d’initiation de la convertase

La VA de C est déclenchée par une hydrolyse spontanée de la liaison thioester en C3,
dans un processus connu sous le nom de "Tick-over", qui est entrainant un changement de
conformation de la protéine. Cette forme intermédiaire de C3 peut lier le facteur B (FB) et le
clivage du FB par le facteur D (FD) donne le C3 convertase C3 (H,0) bb. Cette réaction initiale

est plutdt lente et la C3 initialement activée, également appelée C3 (H,0), est produite a un
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faible niveau avec un taux estimatif de 0,005% par minute (PELLETIER, 1998). Ce premier
C3 convertase définit la VA en mouvement par clivage autres molécules C3 a C3a et C3b. C3a
agit comme anaphylatoxin et a une activité antimicrobienne (NORDAHL et al., 2004), et C3b
dans sa forme transitoire éphémeére, expose un thioester hautement réactif groupe, qui peut se
lier & n'importe quelle molécule ou surface dans son voisinage. Le FB se lie a la molécule C3b
nouvellement formée et le complexe C3bBb activé forme des convertases C3 supplémentaires,

qui fixent une cascade d'amplification en mouvement.

I11-1-1-3-2- Génération d’amplification de la convertase:

Lors de la formation de la premiere convertase C3, une réaction d'amplification est
amorcée, qui se développe semblable a une réaction en chaine. Par conséquent, plus de
molécules C3b sont formées et sont déposees a la surface de la cellule. Les molécules C3b
nouvellement déeposees peuvent lier le FB et, au moment du clivage par le FD, former des
convertases C3 actifs supplémentaires. Ainsi, la réaction est amplifiée: plus de molécules C3
sont activees et déposees sur le site, ou I'enzyme initiale a été formée. Cette puissante boucle
d'amplification progresse explosivement et théoriquement dans les 1 min ce systeme peut
produire environ 1015 molécules C3b, qui ont le potentiel de se déposer sur le site d'activation
(PELLETIER, 1998). La premiere phase, la réaction d'initiation est spontanée, et plutét
lente. La deuxiéme phase, la réaction damplification est plus rapide et se développe
explosivement ou exponentiellement. Lorsque le produit de lactivation et la cascade
progressent davantage, les enzymes convertaseeC5 sont générées, ce qui divise
specifiquement C5 en C5a et C5b. Le C5b nouvellement formé amorce l'assemblage du
complexe d'attaqgue membranaire du C terminal C5b — C9 (également appelé complexe
terminal du complément; TCC) (WALPORT, 2001). Le C activé déclenche I'inflammation,
forme un environnement toxique local et cause des dommages locaux. Les produits fendus de

C3 et C5, les peptides solubles C3a et Cha agissent comme anaphylatoxins forts.

La formation du complexe d'attaque membranaire : Voie effectrice commune :
(CAM= C5b-9): Activation de C5, C6, C7 : la C5 convertase clive le composant C5 libérant
I'anaphylatoxine Cb5a et, le C5b. Le fragment C5b interagit avec le composant C6 pour former
un dimeére stable C5b-C6 qui va interagir avec le C7 pour former un trimére C5b-C6-C7. La
formation de ce complexe induit le passage d'un état hydrophile de ces protéines a un état

hydrophobe lui permettant de se fixer aux lipides membranaires.
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L’ Activation du C7, C8, C9 : le complexe C5b-C6-C7 fixé aux lipides membranaires,
capte le C8 et forme un complexe tétramérique : C5b-C6-C7-C8 qui sert de récepteur au C9.
Plusieurs molécules du C9 (6 a 12) viennent se fixer au complexe tétramérique permettant la
formation du CAM, qui perturbe les membranes cellulaires et tue les cellules en formant des
pores lytiques.

Les plus petits produits de clivage de C3 et C5, C3a et Cba, sont puissants
anaphylatoxins. lls servent a la médiation de [linflammation locale, favorisent le
chimiotactisme et activent les cellules par les récepteurs couplés protéine G, C3aR et C5aR.
Opsonisation se produit en raison de I'étiquetage C3b des cellules cibles en tant qu'étrangers
(bacteries) ou non viables (cellules apoptotique). Les interactions avec lI'immunité acquise et

les systémes entraine I'élimination de la cellule opsonisée (SKERKA et al., 2013).

I11-1-2- Régulation

Le Facteur H (FH) est 1’un de principe régulateur soluble du complément (Figure 5).
Cette glycoprotéine 155 kDa a une concentration plasmatique moyenne d’environ 260 pg/mi.
Il est composé de 20 domaines protéiques de contréle du complément (CCP), FH inhibe
I’activation du complément non seulement dans les fluides corporels, mais sur des surfaces de
I’hote, FH réglemente le C au niveau de convertase C3 de VA en empéchant la formation de
la convertase C3bBb, en facilitant sa dissociation si déja forme et par aider la protéase facteur
I dans I’inactivation enzymatique de C3b. Ces activités rendent FH un puissant bas-régulateur
de I’activation du C (MESZAROS et al., 2016). Il est Comme facteur de risque majeur pour
la progression de la maladie (GREGOR et al., 2005 ; DANIEL et al., 2017).
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Figure 5. Point d’action de la FH dans le systéme du complément (MESZAROS et al.,
2016).

I11-1-2-1- Régulation de la voie alterne

Le FI de C est une sérine protéase qui agit principalement comme régulateur vers le
bas de lavV A C3 convertase, par I'inactivation protéolytique de C3b a iC3b (inactive C3b) et
la production subséquente de produits de dégradation C3 C3D et C3g.

On croit que ces fragments sont biologiquement inertes. L'action protéolytique de la FI
nécessite plusieurs cofacteurs: le FH de C, c’est I'inhibiteur principal de la AP de C
(GREGOR et al., 2005) . La protéine cofactorielle membranaire (MCP, CD46) et le facteur
d'accélération de la désintégration (DAF, CD55). DAF et MCP sont des régulateurs liés a la
membrane qui accélérent la désintégration du convertase C3 en facilitant la dissociation de
BB de C3bBb (PETER et al., 2006).

FH est le régulateur le plus important de la VA C3 convertase, a la fois dans la phase
fluide et sur les surfaces cellulaires. Il agit en collaboration avec MCP dans la promotion de
I'activité de FI et donc la protéolyse de C3b. Il est également en concurrence avec FB pour la
liaison a C3b et stimule la désintégration du complexe C3bBb. De plus, compliquer la
régulation des convertases C3 et C5 sont les protéines apparentées au FH du C (CFHR). Ces 5
protéines (CFHR1 — 5) refletent une duplication ancestrale de la région génomique de la FH
et, par conséquent, sont structurellement trés similaires a FH. Leur fonction n'est pas bien
comprise. CFHRL rivalise avec FH pour la liaison a C3b, mais ne peut pas empécher l'activité
convertase subséquente (SKERKA et al., 2013).
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I11-2- Réles du complément dans le cancer

Le Systeme du Complément, qui est considéré comme la premiére ligne de défense
contre les agents pathogénes (JIAN et al., 2017). L’¢limination, ou I’'immunosurveillance, est
la phase initiale pendant laquelle I'immunité innée et I'immunité adaptative travaillent
ensemble afin de détecter et détruire les cellules transformées naissantes, bien avant que ces
derniéres soient apparentes cliniquement (HEITZMANN-DAVERTON, 2013).

Bien que le role des facteurs du C a été décrit dans 1’immunosurveillance hote contre
le cancer, On sait maintenant que le C joue un role important dans les processus
inflammatoires et sert méme de systeme de surveillance immunologique afin de discriminer
les cellules saines des débris cellulaires (VALERIE, 2013). En ce qui a trait au cancer, le SC

montre alors une réelle dichotomie de fonction :

111-2-1- Effet positif sur le cancer de sein

Le développement d’une tumeur au sein d’un organisme est étroitement lié a son Sl. 1l
est clairement établi qu’il existe un processus d’immunosurveillance qui protege I’hote de la

mise en place d’un foyer tumoral (CALMELS, 2004).

En 1909, le scientifique Paul Enich, prouvait que le systémes immunitaire controle la
cellule tumoral avant qu’elles se manifeste cliniquement (KIM et al., 2007); puis au milieu
de 20°™ siécle, cette théorie a été reprise par BURNET et THOMAS ; ces deux chercheures
ont montré que le SI inhibe la croissance tumorale, ils ont aussi prouvé qu’il y a un antigéne
associ¢ a la tumeur ainsi que I’existence de cellules présentatrice d’antigénes et donc tous ¢a
représente le point de d’épart d’immuno-surveillance. Cependant, le SI peut aussi favoriser la
progression de la tumeur via un processus appelé « Immunoediting » ou théorie des 3 étape

qui comporte 3 phase : élimination, échappement et équilibre (DUNN et al., 2004).

Par conséquent, les effecteurs de C générés par le biais de ce processus pourraient
contribuer a la surveillance des tumeurs malignes du Sl. Par exemple, les protéines du C, y
compris le C5b-9 complexe terminal du complément (Figure 6), sont déposés sur la surface
des cellules de CS et papillaire de la thyroide. Ces effecteurs lors de 1’activation contribuent a
divers mécanismes qui limitent la croissance tumorale. Le C3b clivage produit iC3b se lie aux
cellules de la tumeur et par le biais de I’interaction avec le récepteur 3 de complément

(CD11b/CD18) sur les phagocytes mononuclées et de cellules naturelles Killers améliore la
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cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps (ADCC). Le C5a inhibe la croissance des
tumeurs dans un modéle de sarcomes mammaires chez la souris. Le complexe terminal du
complément est pensé pour contribuer a la cytotoxicité dépendante du complément (CDC),
qui est I'un des mécanismes d’élimination des cellules tumorales par des anticorps
thérapeutiques. Le C3a, qui contribue a la mobilisation des cellules pro-génitrices
hématopoiétiques, contribue probablement a la surveillance immunitaire des tumeurs.
(MARKIEWSKI et LAMBRIS, 2009).

Mobilization of hematopoietic progenitor cells Inhibition of tumor growth in mammary sarcoma model

Alternative pathway

cm@ C3bBb C3bC3bBb t

A A

\ C3a
-
M
CSa
A\
MASP1 v - v
-

MASP2

@ @ R, | Y Y Y v
 J
C-:b C4b2a C4b2aC3b iIC3b Csb

TCC

Cellular surtace

Classical and lectin pathways

Initiation of complement activation in tumor tissue ADCC CcDC

Figure 6. Les effecteurs immuns limitant la croissance tumorale (MARKIEWSKI et
LAMBRIS, 2009).

L’activation du C avec le dépdt ultérieur de complexes C5b-9 dans le CS, sur les
membranes des cellules tumorales et dans les zones nécrosées. Cette activation du C est
persistante, apparaissant dans les deux types histologiques du carcinome et dans toutes les
étapes TNM a étudié.la Chimio - radiothérapie étend et intensifie la déposition de C5b-9. Sur
les tumeurs .Les complexes associées aux membranes de C5b-9 représentent complexes actifs

cytolytiques, formant des pores.

Les mécanismes d’activation du C sur les cellules tumorales sont mal compris. La
présence d’anticorps dirigés contre les antigenes de surface des cellules tumorales pourrait
activer le SC par le biais de la VC grace a une transformation néoplasique intrinseque des
cellules, telles que I’absence d’inhibiteurs comme C de la membrane qui accélérer la

décomposition des facteurs bloquant I’activation du C. Méme le renouvellement rapide des
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cellules tumorales avec une accélération de la mort cellulaire induite par les effecteurs de

I’immunité cellulaire ou des agents thérapeutiques, pouvait induire I’activation du C a la

surface des cellules mourantes (NICULESCU et al., 1992).

111-2-2- Effet pégoratif sur le cancer du sein :

L’expression anormale de protéines du C a été révélée dans de nombreux types de
tumeurs, notamment dans des tumeurs du sein (IMAMURA et al., 2015), poumon ,pancréas ,
rein et urothéliales (vessie et haut appareil urinaire) . Parmi ces protéines, le Clq, le Cls, le
C3, le C4, les anaphylatoxines C3a et Cba, et Leurs récepteurs, ainsi que les protéines
régulatrices comme le FB, FH, FI, CD46, CD55 et CD59, sont le plus souvent surexprimées.
La possibilité d’une activation locale du C au sein de ces tumeurs a été suggérée, ce qui

souléve la question de son role possible dans la progression tumorale (MARIE et al., 2017).

Les cellules tumorales sont capables de s’adapter a leur environnement. Elles peuvent
profiter des effets pro-inflammatoires induits par le C, tout en s’affranchissant de ses activités
cytotoxiques qui reposent sur le complexe d’attaque membranaire (CAM). Cette adaptation
impligue la surexpression des protéines régulatrices du systeme comme le FH, le Fl, le CD46,
le CD55 et le CD59 (RIIHIL et al., 2014).

Une certaine contradiction sur le role du C dans le cancer subsiste donc selon les
données de la littérature. En fonction du type de cancer considéré, I’impact du SC peut en
effet varier en ce qui concerne les protéines impliquées, mais également en termes de valeur
pronostique. Des étude récentes montrent que dans la majorité des cancers, comme, du sein,

les protéines du C favorisent la croissance tumorale (IMAMURA et al., 2015).
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I- Matériels

I-1. Appareillages et petits matériels

Un certain nombre Appareillages et petits matériels spécifiques est utilisé au laboratoire
dans le cadre de cette étude sont :

e Centrifugeuse réfrigérée,

e FEtuve réglé a 37°C et autre a 56°C,

e Bain marie,

e Balance électronique,

e pH meétre/Température.

Micropipettes, pipettes graduées, poire d’aspiration, béchers, erlenemayers, fioles jaugées,
tubes d’epindoff, boites pétries, éprouvettes, entonnoirs, spatule, une glaciére...etc.

I-2. Produits chimiques, reactifs et materiel biologique

& Sels et tampons

e Tampon VBS (tampon salin tamponné) Tampon VBS concentre 5 foie (5%).

¢ Acide éthylene glycol tétraacétique (EGTA), 0,1 M

e Tampon VBS / EGTA/Mg™™ (gélatine / solution saline tamponnée avec MgCl, et EGTA)

& matériel biologique: Echantillons de sérum & tester, Sérums de contrdle: sérum
standard étalonné et / ou Plasma Humain Normal (PHN) ou sérum d'un donneur

individuel avec AH ou AP 100 normal.

I-3. Erythrocytes de mouton et de poulet

Le sang a été prélevé chez le mouton et le poulet dans des tubes contenant du dextrose
de citrate acide 20 % (v/v) (ACD) (Travenol Laboratories). Les globules sont ensuite stockés

a la température 4°C.

I1- Méthode in vivo

I1-1- Recrutement des patientes

Nous avons recruté des volontaires des patientes atteintes de cancers du sein admises

en consultation ou en traitement au service de CAC a I’hopital Mohamad Boudiaf de Ouargla.
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Aux services d’oncologie médicale, de radiothérapie, ont fait I’objet d’une étude sur les effets

d’urine ou de lait sur la voie alterne de complément (VAC) et leur réponse anticancéreuse.

I1-2- Collecte des données

Les dossiers de ces patientes ont servi a répondre au questionnaire médical que nous
avons établi dans les fiches de renseignements qui utilisé, que nous avons dument remplies a
partir de donner de malade et interrogation des patientes elle-méme, certain des informations
ont ét¢é donné directement chez les médecins traiteurs. Afin de réaliser une étude d’utilisation
des urines et de LC et leurs effets anticancéreux et d’établir des corrélations entre les
différents paramétres incriminés dans la survenue du CS chez les femmes présentes dans le

service de CAC de Ouargla.
Les parametres sont (voir annexe 6):

Nom et Prénom de patient
L’age de la patiente

La date de diagnostique

Le stade tumoral

Le grade tumoral

Le traitement

La duree de traitement
L’utilisation des urines et de lait

La duré de la prise de lait et d’urine

R &R & & & B B & & &

L’effet des urines et du lait sur la réponse au traitement estimé par la patiente.

11-3- Prélévement des échantillons (Plasma humain)

Plasma humain de sang veineux a été préleve sur EDTA (EDTA-Na 2, 5 mM,
Titriplex, Merck) (EDTA : Le dextrose de citrate acide a été utilisé comme un anticoagulant)
des volontaires sains qui avaient donné un consentement éclairé. Ces échantillons centrifugés
a 4000 tour pendant 3 min pour séparer le plasma et les globules rouges de sang. Le plasma
est récupéré a laide d’une micropipette dans des tubes secs. Les échantillons de plasma ont été

conservé a - 20 ° C.
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I11- Méthode in vitro

I11-1- Echantillons de lait et d’urine

L’objectif étant de disposer d’échantillons de lait provient de chamelles conduites
selon I’état de lait et les UC (Camelus dromedarius) de la population sahraouie en élevage
intensif dans des parcours naturels des régions d’Ouargla. Au stade d’une année de lactation.
Juste apres la réception du lait cru et ’urine dans le centre de collecte, nous avons prélevons
des échantillons dans des flacons stériles pour éviter la contamination. Les échantillons
acheminés dans une glaciere au laboratoire de recherche d’immunologie de faculté médecine
d’université d’Ouargla. Pour permettre la comparaison entre ces deux échantillons du lait et
d’urine dans des conditions hygiéniques, en termes de comparaison d’effet anticancéreuse de
la voie alterne du complément. Les échantillons sont collectés a partir de chamelles élevées

dans la méme région et méme conditions consternant les nutriments et le types d’élevage.

Tableau 3. Conditions et état des chameaux.

I’échantillon | Nombre des chamelles | Mode d’élevage Région
Lait 1-3 intensif Ouargla
Urine 1-3 intensif Ouargla

I11-2- Préparation des séries de dilutions

La méthode in vitro sont divisées en trois catégories: Nous avons préparé des série de

délutions des essais pour le lait, urine et pour le mélange entre les deux.

Tableau 4. Dilutions des échantillons

Lait ou Urines ou Mélange Lait-Urines (1) |0 10 20

Plasma Humain Normal (PHN) (u I) 100 90 80

Avec une pipette, prélevez 100 ul de la solution PHN dans le tube a essai marqué
« pure » et déminé cette quantité dans les tubes a essai marqué let 2 qui contient déja 90ul et

80ul respectivement de Plasma Humain Normal (PHN), puits ajouté 10 pl et 20ul de lait,
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urine ou mélange respectivement, pour faire une dilution a (0%, 10% et 20%). Mélangez pour

obtenir une solution homogene.

Figure 7. Préparation des séries de dilutions de lait, urine et du mélange.

IVV- Analyse et dosage
IV-1- Techniques hemolytique
IV-1-1- Principe

L’¢état fonctionnel de la voie alternative (AP) a été déterminée par un test moins utilisé
par (PLATTS MILLS et ISHIZAKA, 1974). L’activité hémolytique fonctionnelle de C peut
étre déterminée par dosage d’une seule dose de sérum et sans nécessité d’analyses répétées en
cas de trés forte ou tres faible activité hémolytique, qui est souvent nécessaire lorsque
I’activité hémolytique de C est mesurée par les méthodes de MAYER (1961) ou PLATTS-
MILLS et ISHIZAKA (1974). Les analyses fonctionnelles sont basées sur la capacité du C a
induire la lyse des érythrocytes (JONES, 1979).

Le dosage de I’AP100 est une technique hémolytique sur gel utilisant les globules
rouges de poulet, qui explore la fonction de I’AP en mesurant la lyse d’érythrocytes de poulet

en présence de sérum humain normal (PHN).

Les dosages Hémolytiques pour de nombreux éléments de la voie alterne du
complément est possible idéalement en plaques d’agarose incorporant des érythrocytes les

réactifs pertinents a fournir les autres composants. La taille des zones d’hémolyse apres
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diffusion radiale donne une estimation de la concentration et peut étre comparée aux normes
(LACHINANN et al., 1973). Alors que certains de ces tests dépendent de 1’activation du
complément sur la membrane des érythrocytes, d’autres (par exemple pour les composants de
I’intérimaire fin C7, 8 et 9) sont basés sur I’activation du complément dans la phase fluide qui

donne lieu a la lyse de cellules a proximité immédiate (JONES, 1979).

La VAC est activée par polysaccharidcs tels que I’agarose, particuli¢rement en
présence d’une concentration élevée d’ions Mg. C’est, en outre, particulicrement efficace
pour promouvoir la lyse. HINZ et al., (1954) a montré que le systeme en properdine lysée les
cellules de tige de patients atteints de hémoglobinurie nocturne paroxystique (MARTIN et
al., 1976).

L’AP100 mesure I’intégrité de la AP et terminale, donc les deux tests sont toujours
exécutées ensemble afin d’identifier la présence et la localisation de tout déficit. Puisqu’il
s’agit d’un test fonctionnel (MARI, 2017).

L’AP100 par diffusion radiale dans un milieu de gel d’agarose qui contenait des
globules rouges de poulet et immobilisé. Un autre AP100 par la méthode quantiplate
(kallestad laboratories Inc) qui standardise et immobilise les hématies de lapin dans un
tampon de EDTA de contenant de gel d’agarose (VINUESA et al., 1982).

IV-1-2- Dosage de la voie alterne du complément par ’AP100 (PLATTS MILLS et
ISHIZAKA, 1974)

A/- Préparation des tampons

e Solvant MgCl, (1M) : mesuré 5g de MgCl, dans un bécher, Remplie avec H,O
jusqu’a 25 ml et conservé a 4°C.

e Tampon VBS/EGTA/Mg™ (solution saline tamponnée avec MgCl, et EGTA)

Ajouter 400 mM d’EGTA 0,1 M (Annexe 7) et 3 ml de MgCl, 1M a 100 ml tampon
concentré VBS (Annexe 7). Ajouter 100 ml de H,O. Conserver dans des aliquotes <1 ana 4 °
C. Composer MgCl, en poids de solution, car le composé est trés hygroscopique (HARBECK
et GICLAS, 1991).

EGTA a été décrite par SCHMID et REILLY (1957) comme un agent chélateur ayant

des constantes d’association de m différences suffisante pour le titrage sélective d’ions Mg et
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Ca, et en 1968, BRYANT et JENKINS a signalé¢ I'utilisation de 'EGTA a distinguer le
complément exigeant les réactions des ions de Mg seules. Tel que décrit par eux, L’ajout de
MgCl, a une solution EGTA diminuera le pH et, par conséquent. Cela pourrait expliquer les
divers résultats rapportés en ce qui concerne la présence et la concentration de Mg nécessaire
pour permettre 1’activation de la voie alternative sans activation de la voie classique. Le pH

des solutions EGTA était donc soigneusement contr6lé (MARTIN et al., 1976)
B/- Mode opératoire

1/ Préparation du tampon EGTA/Mg*" : Dans un tube stérile mettre 9,8 ml de tampon
(EGTA) a 56°C.

2/ Préparation des érythrocytes du poulet

Centrifuger le sang du poulet a 2500 tours/min pendant 10 min. Avec une micropipette
prendre 200 ul de globules rouge au fonde de tube. Puis lavez cette quantité (le culot) 2 foies
avec le tampon de lavage. Aprés lavage ajoute 2,1 ml de tampon interne (tampon de lavage) et
mettre la suspension cellulaire au bain marie & température de 45 C.

Figure 8. Lavage des érythrocytes du mouton et/ou poulet.
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3/ Préparation du gel d’agarose

Avec la balance mesurer 0,24 g de poudre de gel d’agarose. Ajouté 12,25 ml de tampon de
lavage (85 'C). Ramener la température du gel & 45°C (sonde de température).

4/ Préparation des boites d’AP100

Mélangé le tampon EGTA/Mg™™ (9,8 ml) et le gel puis laissés refroidir a 45 °C. Puis
Ajouté la suspension de globules rouge du poulet préparée précédemment a 45 °C, et
mélanger doucement. Couler le gel dans les boites de pétrie, laisser refroidir a 4 °C pendant
10 min en laver le point en utilisant la pipette pasteur pour creuser des puits espacés de 1.5

cm.

Décongeler les sérums a analyser. En mettant 30 pl de plasma a taster de chaque des
patients au centre des puits (voir le schéma), avec 30 ul de pool de plasma des femmes
normales (PHN) au nivaux de puits centrale comme un référence. Le déplacement

d’échantillon dans les chaque puits individuels avec micropipette réglable.

Figure 9. Coulage des boites AP100 avec le mélange.

Note : Avant les utilisations des échantillons vortexer bien les tubes.
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Figure 10. Modéle des boites comment creusé les déférentes boites.

Les boites d’agarose -poulet érythrocytaire ont été ensuite stockées a 4 °C pendant 18
heures afin de permettre une diffusion radiale des composants du sérum, suivie d’une

incubation a 37 ° C pendant 24 heurs pour développer les zones de lyse.
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Methodes Hemolytiques sur gel AP100IFH100

Préparation du Tampon Préparation de [a suspension de
@Préparation degela2s |2 factvation EGTAMg 3 globule rouge de poulet (AVC) ou
Peser 0,2 agarose ] Mouton
_198ml
12,29 ml de tampon de lavage 200 A 00
Chauffer 4 85°C

/l 0 2 Lavages avec tampon de
a2 [ lavage
Re-suspension dans 2,1ml de tampon de
mélanger avage
Gardera°C " —]

45°C
Laisser 445°C T

Couler dans des boitesde ~ Creuser des puits espacés de

Mélanger doucement peti f5em

—

et rapidement

Laisser refroidir 4 4 C (10min)

Figure 11. Schéma de la procédure expérimentale.

IVV-1-3- Dosage fonctionnel du facteur H
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Pour le dosage fonctionnel du facteur H passe avec les mémes étapes de manipulation,
avec des petites modifications du protocole. Qui concerne la préparation et le type des
érythrocytes utilisé (érythrocytes du mouton).

A- Préparation de globules rouge de mouton

Centrifuger le sang de mouton a 2500 tour pendant 10 min. Avec une micropipette prendre
100 ul de globules rouge au fonde de tub. Puis lavez cette quantité 2 foies avec le tampon
interne (tampon de lavage). Apres lavage on ajoute 2,1 ml de tampon de lavage et mettes le
tube au bain marie a température & 45 C.

IV-1-4- Interprétation

Les informations aux fiche de renseignement (Annexe 6) des différents groupes des
patientes les -quelles : prise le lait camelin, prise I’urine camelin, prend les deux mélangés et

prend les deux séparée. Remplissez les données dans Excel.

Aprés I’incubation, les zones ou les domaines des hémolyses obtenues avec la lyse
des érythrocytes de poulet pour la voie alterne du complément (Annexe 8) et le non lyse
d’érythrocytes de mouton pour le factor H (Annexe 9), ont été mesurées le rayon de la zone
de la lyse ou non lyse a I’aide du pied a coulisse électronique.

Mesurer des surfaces des halots d’hémolyse :
S:Tt*l’z, avec =d/2.

r: rayon,
d: diameter,

s: surface

Le diameétre (d) traduit les valeurs de surface de I’AP100 et FH100.

SpN pur  ————">AP100pHn.
Spatient |:> AP100 patient.
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Figure 12. Schéma des boites AP100 et FH100 apres la lyse.

V-Analyse des données

Analyse des données a été realisée a I’aide de logiciel de statistiques pour la Sciences
sociales SPSS version 23 (SPSS Ver. 23, SPSS Inc., Chicago, Illinois). Les groupes des
patients (n=61) ont été compareé statistiquement entre aux, les résultats des échantillons appariés
a été utilise pour comparer les données des deux groupes en temps expérimentales
correspondants. La réponse au traitement estimée par les 3 groupes des patients comparés
gréce au test de comparaison de moyenne. Les variables qualitatives (prise ou non du lait et
urine) ont été comparées avec le test Khi-Deux X, les variables quantitatives et de fréquence
grace au test de corrélation, le calcule du R? et du a ont été fait garce a Excel, Microsoft,
Windows 2007. Les données ont été exprimées comme « médiane (min-max) » et le
pourcentage (%) le cas échéant. Un P value de moins de 0,05 a été considéré comme une

différence statistiguement significative.
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Résultats

Les résultats portent sur 61 patientes suivies au service d’oncologie médical du CAC
de Ouargla et les prélévements analysés au laboratoire d’Immunologie (Annexe 10) au niveau

de faculté médecine de Ouargla.

I- Résultats clinico-épidémiologiques
I-1- Répartition en fonction de I’age

Dans notre étude 41,0% des patientes sont agées entre 41-50 ans, ce qui représente le
premier pic d’age. Le deuxieme pic représente les patientes agées entre 51 et 60 ans, avec un

pourcentage de 21,4% (Tableau 5).

Tableau 5. Nombre des patientes en fonction d’age.

Age <20 21-30 | 31-40 |41-50 |51-60 |>60ans totale
Nombre 2 3 8 23 12 8 56
Pourcentage 35% |[53% |14,2% |41,0% |21,4% | 14,2% 100%

I-2- Nombre de cas en fonction de localisation

iy
o
1

w
o
1

Nombre de cas
= N
o o

o

Sein droit sein gauche

Location de la maladie

Figure 13. Nombre de cas en fonction de la localisation tumorale du sein.

Les femmes atteintes au sein gauche représentent un nombre plus élevée avec 31 cas

représente 55%, par rapport les femmes atteintes au sein droit avec 25 cas représente 45%.
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II- Etude de la voie alterne du complément et le facteur H (FH)

I1-1- Voie alterne et FH en fonction du grade

96

94

92
90
88
86
84

Grade | Grade ll Gradelll
Différents grades de la maladie

Activité de la voie alterne du
complement (AP100)

Figure 14. Activation de voie alterne du complément en fonction du grade du cancer du sein.

180
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140

120

100
80
60
40
20

0

Grade | Grade ll Grade lll
Différents grades de la maladie

Facteur H100 (FH100) %

Figure 15. Expression de facteur H en fonction du grade de cancer du sein.
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Le groupe du grade Il (94+8,69) présente I’activation de la voie alterne du
complément la plus élevée comparé aux groupes du grade Il et | (89+1,67%, 92+12,17)
(figure 14). Nous avons trouvé que le facteur H ne corrélé pas avec les grades du cancer
de sein (102+4,78%, 120+37,53% et 100+4,93%) (Figure 15).

I1-2- Voie alterne du complément et FH en fonction de I’expression du HER

Les patientes représentent que le type d’HER+ d’cestrogéne et progestérone positive,
’activation de voie alterne du complément est plus élevée par rapport aux patientes d’HER-
negative (94+10,96%, 91+11%) (Figure 16). Contrairement aux valeurs des résultats de FH
qui sont plus faible chez les patientes HER+ (positif) (101+4,69%, 117+34,44%) (Figure 17).

96
95

94

91

90

Activité de la voie alterne du complément
(AP100) %
(e}

89

88

HER+ HER-
Types du HER

Figure 16. Activation de la voie alterne du complément en fonction de type du HER de

cancer du sein.
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Facteur H100 (FH100) %

40

20

HER+

Types du HER

Figure 17. Facteur H selon I’expression du HER.

11-3- Effet du lait et des urines sur la voie alterne du complément et le FH
11-3-1- In vivo

La figure 18 montre que les patientes qui prennent le lait et les urines separés ou
mélangés ont des taux d’AP100 de 95,02+11,00%, 96,844+3,35% et 94,38+3,85%)
respectivement, influence positivement la voie alterne du complément, par rapport les
patientes qui no prise pas le lait ou 1'urine camelins avec un moyenne (93,42+8,66%) (Figure
18).
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Figure 18. Activation de la voie alterne du complément en fonction de la prise des produits

camelins.

Les résultats du FH sont inverses a ceux de la voie alterne du complément. Le groupe
des patientes qui ne prend pas le lait et I'urine a le FH plus ¢élevée que les groupes des
patientes qui prennent I’'urine camelins (140+4,07%). La prise du lait et d’urine (97+4,73%)
au méme temps diminue le facteur H par rapport la prise du lait seule (100+4,37%), ou
I’absence de prise du lait et d’urine (112+21,95%) (Figure 19). Le FH est la protéine

responsable du blocage de la voie alterne du complément qui élimine les cellules cancéreuses.
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Figure 19. Facteur H en fonction de la prise des produits camelins.

11-3-2- In vitro

La valeur de I’activation de la voie alterne du complément avec la prise du mélange
lait-urine camelins a différentes concentration est plus élevée que celle avec 'urine de
chamelle (87,19%) ou lait seul (80,06%) (Figure 20). Le lait, I’urine et leur mélange stimulent
la voie alterne du complément in vitro avec des concentrations déférentes (0%, 10%, 20 %),

avec un effet supérieure dans le cas de mélange de lait et urine (91,48%) a 20% (Figure 20).
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Figure 20. Effet de lait, urine et mélange sur la voie alterne du complément in vitro a (0%,

10% et 20 %).

Nous avons trouve que le lait (93,83) et les urines (86,98) chamelle déminer

I’expression de FH par contre le mélange (104,23) (Figure 21), ces résultats sont les contraire

au les résultats in vivo.
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Figure 21. Effet de lait, urine et le mélange sur le FH in vitro a (0%,10% et 20 %).
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I1-4- Activation de voie alterne du complément et leur fréquence de prise des produits

camelins

Le dosage montré que 1’AP100 en cas de prise du lait et urine camelins deux foies par
jour le matin (92,62+10,96%) et le soir est diminuée par rapport a la prise un seul foie par
jour (96,5+£10,57%).
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(AP100) %
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Matin Matin et Soir

Frequence de la prise

Figure 22. L’activation de la voie alterne du complément en fonction de la fréquence de
prise.
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I1-5- Réponse au traitement médicale et la réponse d’utilisation des produits camelins

On trouve chez le groupe des patientes qui prennent les produits camelins que
’activation de la voie alterne du complément est plus élevée (95,08+10,44%) par rapport

le groupe des patient qui ne prennent pas les produits camelins (92,98+894%).
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Prise les produits camelins Non prise les produits camelins

Consommation des produits camelins et leur réponse

Figure 23. Voie alterne du complément en fonction de la réponse estimeée par les patientes qui

prennent les produits camelins et ne prennent pas.
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11-6- Activité de voie alterne du complément selon le mode de traitement

On remarque que les patientes déja ont pris des déférents traitements, (opéré,
chimiothérapie, radiothérapie et hormonothérapie) I’activation de voie alterne supérieure a

d’autre traitement opéré, chimiothérapie et opéré, chimiothérapie, Hormonothérapie....etc.

120
100
80
60
40

20

Activation de la voie alterne du complement
(AP100) %

Types de traitement

Figure 24. Activation de voie alterne du complément selon leur type de traitement.
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Discussion

Le traitement du cancer chez I’homme reste encore un défi majeur dans la médecine
contemporaine. Des produits naturels ont été identifiés comme 1’une des sources de nombreux
agents thérapeutiques. Le lait et I’'urine de chameau sont parmi ces produits naturels enrichis
avec des molécules qui sont sans danger pour les humains et munis de profondes propriétés
anticancéreuses (ALEBIE et al., 2017). L’activité anti-tumorale du systeme du complément
mediée par sa capacité a distinguer soi et non-soi et enlevant neo-antigéne cellules ou tuant les
cellules par le complexe d’attaque membranaire. Pour une évaluation plus poussée de la
double fonction de complément et I’identification de nouveaux bio-marqueurs dans le
développement de tumeurs et la progression, une amélioration des outils de diagnostic
complément était nécessaire pour couvrir les multiples fonctions du systeme du complément
(JULIANE et al.,, 2018). L’¢tude de I’activation anticancéreuse de la voie alterne
fonctionnelle du complément par 'usage des produits camelins implique la capacité éliminée
les cellules cancéreuses de cancer de sein.

L’age est un facteur de risque majeur du cancer du sein. Trés rare avant 25 ans, Peu
fréquent avant 30 ans. Son incidence augmente de fagon exceptionnelle jusqu’a 1’age de 45-
50 ans ou elle ralentit pour continuer d’augmenter de maniére sensible surtout dans les pays a
risque élevé (REMONTET et al., 2003). En Algérie le cancer du sein touche autant de
femme jeune que de femmes ménopausees, ce qui complique son dépistage. Le tableau 5
montre que 41% des patientes sont agées entre 1’age 4let 50 ans, Ce qui représente le plus
grand pourcentage ce qui concorde avec les données d Registre National du Cancer du sein ou
I’dge médian est de 47 ans (ABDELMALEK, 2014). Alors que ZIMMERMANN. (2013),
montré que I’age médian au diagnostic est de 61 ans, le risque d’en étre atteint augmente avec
I’age moins de 10 % des CS surviennent avant 40 ans (ZIMMERMANN, 2013). Par contre
HILL et al., (2004) plus de 50% des cancers sont observés apres 65 ans et prés de 10% avant
35 ans. Nos résultats indiquent que les patientes atteintes au sein gauche a 55% des cas, et
pour les patientes atteintes au sein droit avec 45% (Figure 13). Par contre une étude montre
que les patientes atteintes au sein gauche représentent 46% et pour le sein droit avec 48% des
cas (HABOUR, 2008).

Le grade | est associé a une consommation important de la voie alterne du
complément. Ceci montre qui 1’activation du complément est associée a un bon pronostic
chez nos patientes qui sont au grade | (Figure 14) par ailleurs, les pluparts des patientes sont

diagnostiquées au grade IlI.
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Nous avons trouvé que le facteur H ne correle pas avec les grades I, 11 et Il du cancer
de sein (figure 15). des évidences démontrent que le C limiterait la croissance tumorale par
cytotoxicité dépendante du C ou par cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps
(GELDERMAN et al., 2004; OSTRAND-ROSENBERG, 2008). Plusieurs études ont
d’ailleurs démontré I'intérét de bloquer certaines molécules inhibitrices du C avec des
anticorps monoclonaux afin d’augmenter la lyse des cellules tumorales (GELDERMAN et
al., 2002; SIER et al., 2004 ; ALLENDOREF et al., 2005). Cependant, plusieurs types de
tumeur peuvent contrecarrer les attaques par le C en exprimant les protéines régulatrices
CD46, CD55 ou CD59, comme ces entre autres le cas du mélanome murin BI6 (DONIN et
al., 2003; FISHELSON et al., 2003; ELVINGTON et al., 2012; VALERIE, 2013). Les
inhibiteurs associées aux membranes, tels que DAF, MCP, CR1 et CD59, sont fortement
exprimés sur certaines tumeurs, qui probablement aident les cellules cancéreuses a s’échapper
d’activation du complément (RAFFAELLA et al., 2017).

Notre étude montre que I’activation de la voie alterne du complément dans le cas du
HER+ est plus élevée par rapport au HER- (Figure16). Ceci est expliqué par la consommation
des protéines du complément. L’expression du FH dans le cas d’HER+ est faible par rapport
le type d’HER- est plus élevée (Figurel7). La relation entre I’activation de la voie alterne du
complément et FH est une relation inverse. Les anticorps anti-tumoraux pourraient cibler
sélectivement les cellules cancéreuses et pourraient étre utilisés pour fournir des agents
thérapeutiques. (CORTEZ-RETAMOZO et al., 2002). La recherche clinique dans le
domaine du traitement de tumeur ciblée axée sur les anticorps monoclonaux anti-HER
(herceptin/trastuzumab) pour permettre I’accumulation sélective et spécifique des anticorps
dans le tissu tumoral. FUENMAYOR et al., (2010) a démontré que l'utilisation d'un mAb
contre le récepteur de facteur de croissance epidermal humain 2 (HER2/neu) active le
complément a travers le C5 et diminue la survie de cellules de cancer du sein par un effet
tumoricide direct. Ces conclusions ont été reproduites dans coculture avec les leucocytes de
sang périphériques humains. L’ herceptin implique aussi les PMN humains granulocytes, qui
sont responsables de cytotoxicité cellulaire dépendante des anticorps I’ADCC (SAYEGH et
al., 2014). Le probleme plus important dans la cytotoxicité dépendante du complément
induite par des anticorps thérapeutiques anti HER est la surexpression de la membrane du
facteur H par les cellules cancéreuses qui permettent les cellules cancéreuses de bloquer la
cytolyse induite par le MAC.

Les figures 16 et 17 expliquent pourquoi le cancer du sein Inflammatoire est le type le

plus agressif de cancer du sein avanceé et est caractérisé par développement rapide, résistance
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a la chimiothérapie, métastases précoces et un pronostic faible. Les cellules de cancer du sein
Inflammatoires affichent un phénotype triple-négatif de cancer du sein qui manque des
récepteurs requis pour introduire la croissance tumorale. Par Conséquent, les traitements
classiques tels que le traitement endocrinien et la désignation d'objectifs moléculaire du
récepteur HER-2 ne sont pas pertinents pour ce sous-type de cancer du sein. Aucun traitement
Visé n'a été approuvé pour des tumeurs triple-négatives no inflammatoire et inflammatoires de
cancer du sein, et le niveau du traitement pour ces tumeurs est une combinaison des agents
chimio-thérapeutiques cytotoxiques conventionnels. Notre étude montre qu’en cas

d’expression HER- le FH est plus élevée par contre en cas d’HER- il est faible.

Nous avons démontré qu'a la fois l'urine de chameau et le lait, chacun a lui seul,
inhibaient ’expression de FH qui bloque la voie alterne du complément. par un grande effet
anticancéreuse en cas de la mélange de lait et urine. Ces valeurs ont été mesurées par I’AP100
ou FH100 (Figure 18 et 19). Le lait de chamelle est également utilisé au Kazakhstan comme
adjuvant a la chimiothérapie pour certains traitements contre le cancer, en particulier ceux du
tube digestif (YAGIL et VAN CREVELD, 2000). Dans notre étude le lait de chamelle a un
effet anticancéreux. L’étude des cas représente la capacité¢ d’urine de chamelle d’améliorer
’activation de la voie alterne du complément in vivo par rapport le lait et le mélange de lait et
d’urine. Cependant, la protéine du lait des autres animaux augmente la prolifération des
cellules cancéreuses de la prostate (PARK et al., 2014). Par ailleurs, les connaissances
héritées de I'utilisation traditionnelle de ’urine de chameau pour le traitement de diverses
maladies grace a ses activités biologiques importantes. (KABBASHI et OMER, 2016). Les
urines de chameau peuvent inhiber la croissance des cellules cancéreuses selon la race de
chameaux, age et sexe (ALGHAMDI et KHORSHID, 2012). En plus, KHORSHID, (2012)
a réussi a demontrer que l'urine de chameau lyophilisée stoppe la croissance de cellules
tumorales. Elle a suggéré que cette action anti-cancéreuse pourrait étre a la fois une
cytotoxicité cellulaire directe et une réduction de l'apport sanguin aux cellules tumorales,
c'est-a-dire une action anti-angiogénique (KHORSHID, 2012). Les cellules cancéreuses
peuvent détourner le facteur H pour échappé a la réponse immunitaire. De ce fait, le FH a été
proposé comme un nouveau marqueur du cancer. La fonction de FH comme un inhibiteur de
complément fondamental et se concentrer sur son réle dans les maladies médiées par le
complément et les stratégies d’évasion immunitaire adoptées par les cellules cancéreuses

(RAFFAELLA et al., 2017).
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La valeur de I’activation de la voie alterne du complément avec la prise du mélange
lait-urine camelin a différentes concentration est plus élevée que celle avec l'urine de
chamelle ou lait seul (figure 20). Récemment, il a été montré qu‘elle avait aussi une action
positive sur la réponse immunitaire des organismes agresses par diverses maladies
(KONUSPAYEVA, 2007), et protéines protectrices comme la lactoferrine, la
lactoperoxydase, Immunoglobulines, lysozyme (KUMAR et al., 2015). L’UC est un des
ingrédients de la pharmacopée traditionnelle dans beaucoup de pays. Dans la Péninsule
arabique, les patients consomment de 1’UC a raison de 100ml/j, soit seule, soit mélangée a du
lait de chamelle. Une telle cure est sensée résoudre ou aider au traitement d’un grand nombre

de maladies (REDWAN et TABLL, 2007).

Le lait, 'urine et leur mélange stimulent la voie alterne du complément in vitro avec
des concentrations déférentes (10%, 20 %), avec un effet supérieure dans le cas de mélange de
lait et urine a10% (Figure 20). KORASHY et al., (2012), montrent que les cellules HepG2
sont été traitées pendant 24 h avec des concentrations croissantes de lait de chamelle (0, 2.5,
5, 10, 20, 40 et 80mg/ml), qui inhiber la croissance et la prolifération des cellules cancéreuses.
Les cellules HepG2 a été significativement réduite apres incubation avec du lait de chamelle
de maniere concentration dépendent, ce qui suggere que le lait de chameau a la sélectivité des
cellules tumorales. Cette é¢tude a montré que le lait de chamelle, d’une maniere similaire a ce
qui a eté observé avec les cellules HepG2, induit significativement Caspase-3 et les niveaux
d’expression de HLA-DR4 ARNmM dans les cellules MCF7 de maniere dose-dépendante
(KORASHY et al., 2012). Plusieurs études ont été menées afin d’évaluer la valeur de I’urine
de chameau dans diverses conditions cliniques. Il a été démontré que ’'urine de chameau a
une puissante activité anti-plaquettaire. En outre, il a été montré qu’ils sont aussi spécifiques
et efficaces contre le cancer et puissantes des propriétés immuno-modulatrices In vitro. Notre
étude a évalué son activité sur le complément et leur efficacité de lait et d’urine de chamelle
sur I’activation de la voie alterne du complément contre les cellules cancéreuse de sein. AL-
YOUSEF et al., (2012), Ils ont été montrent plus précisément que 216 mg/ml d’urine de
chameau lyophilisée inhibaient la prolifération cellulaire et le déclenchement de plus de 80%

des apostasses dans différentes cellules cancéreuses.

HASSON et al., (2015) a examiné ’efficacité du lait de chameau pour inhiber la
matrice extracellulaire (HASSON et al.,, 2015). La Lactoferrin, une reliure du fer
glycoprotein, possede l'activité d'antitumeur (ROSEANU et al., 2010). Cependant, aucune

étude n'a été conduite jusqu'a présent pour démontrer son activité de Lf sur la voie alterne du
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complément. Par ailleurs, les urines contiennent une grande quantité de Zn (AI-ABDALALL,
2010). L’étude in vitro de FH montre que 1’usage da lait et urine diminue 1’expression de FH,
qui sécrété par les cellules cancéreuses. Les produits Chameaux pourraient exercer une
activité cytotoxique contre les cellules cancéreuses par le biais de différents mécanismes
tandis que I’effet sur le complément n’est pas encore étudié (ALEBIE et al., 2017). Notre

¢tude montre I’effet positif du complément sur les cancéreuses mammaire.

La Fondation internationale de I’immunologie (IFI) est consacrée a 1’étude des
relations entre le systeme immunitaire du patient et de son cancer. Leur but est d’améliorer et
de débloquer une fonction immunitaire afin d’aider ce systéme de traiter avec succes le cancer
(AHMED et al., 2015). L’immunodépression qui est générée par les cellules cancéreuses en
sécrétant le facteur H pour se protéger du systeme immunitaire en bloquant la voie alterne du
complément. Lorsque le systeme immunitaire du patient est débloqué, il peut identifier et
détruire les cellules cancéreuses. Nous démontrons 1’importance de 1’expression du facteur H
pour la protection des cellules cancéreuses dans un modeéle in vivo. Elles’espére que ces
résultats permettront d’¢lucider les mécanismes utilisés par les cellules tumorales du sein pour

éviter toute activité de complément.

THORSTEINSSON et al., (1998) montrent que dans le cancer du sein, aucune
corrélation entre le grade de la tumeur et ’expression du CD46 et CD59 dans un carcinome
canalaire du sein ou adénocarcinome colorectal; par conséquent, leur présence est peu
susceptible d’étre un épiphénomene reflétant simplement la différenciation des cellules
tumorales. CD46 et CD59 n’étaient pas évidentes dans I’épithélium glandulaire colorectal non
malignes, mais une ou les deux étaient fortement exprimés dans les cellules cancéreuses
correspondant, ainsi étayant leur rdle dans la progression de la tumeur maligne
(THORSTEINSSON et al., 1998). Néanmoins, il a été signalé que les tumeurs du sein a
exprimé des niveaux élevés de CD46 qui en corrélation avec le grade tumoral et recurrence.
Des niveaux plus élevés de CD46 dans le cancer du sein étaient associés a des échantillons
positifs pour le récepteur d’oestrogene et des niveaux inférieurs avec une perte de
différenciation et de récepteur positive de facteur de croissance épidermique (P10, 2006).
Nous avons trouvé que la voie alterne du complément est fortement sollicitée chez les
patientes qui prennent le lait, urine ou le mélange de lait et urine par rapport I’autre groupe
qui ne prenne pas les produits camelin. NICULESCU et al., (1992) qui a démontré que les

dépbts Cbb-9 peuvent étre vu sur les membranes cellulaires des cancers mammaire primaire.




Discussion

Le traitement du cancer peut inclure la chimiothérapie, la radiation, et/ou la chirurgie.
En plus des cellules cancéreuses, la chimiothérapie vise aussi les cellules normales et
provoque des effets secondaires séveres tels que la fatigue, les plaies dans la bouche, la
diarrhée, la nausée, le vomissement, la constipation, les désordres de sang, l'alopécie et
immunosuppression. Les approches de traitement existantes ne sont pas suffisantes pour
gueérir des patients cancéreux et, donc, continuent la des efforts d'explorer des stratégies
d'anticancer originales (MASWADEH et al., 2015).

Notre étude montre que la consommation des protéines de la voie alterne du
complément et plus élevé dans le cas des patientes qui déja traité ou suivie avec le traitement
opéré, chimiothérapie, radiothérapie et hormonothérapie, par rapport d’autre mode de
traitement. Il est probable que I’activation du complément est un événement précoce au cours
de la tumorigenése parce que le phénoméne inverse a été observé le cancer colorectal qui a
développe métastases apres la chirurgie. La diminution du C3adesArg et de C3adesArg dans
les sérums de patients atteints de cancer du sein avec métastases a distance (résultats non
publiés), contrairement aux sérums patients avec cancer du sein envahissant indiqué.
(JINONG et al., 2005).




Conclusion generale '



Conclusion générale

La capacité du lait et des urines de chameau & inhiber ou renforcer a voie alterne du
complément dans le cancer du sein a été étudiée dans la présente étude chez des patientes
atteintes du cancer du sein. Nos résultats confirment notre hypothese de départ; les produits
camelins ont un effet sur ’activation de la voie alterne du complément et sa régulation par le
FH dans le cancer du sein.

Notre étude prospective réalisée au Centre Anti-Cancer de Ouargla et au Laboratoire
d’Immunologie de la Faculté de Médecine de Ouargla a montré que la prise du lait, d’urine et
du mélange lait-urine affecte spécifiquement de la voie alterne et le FH chez des patientes
sous différents schémas thérapeutiques oncologiques.

L'évaluation de I’AP00 et FH100 montré que la VAC in vivo chez les 61 cas étudiés
des patientes qui prennent le lait et les urines, seuls ou mélangé, est influencée positivement
par rapport les patientes qui ne les prennent pas. L’évaluation fonctionnelle du FH montre des
résultats inversés de voie alterne du complément. Alors que 1’étude in vitro montre que le
mélange de lait et I'urine ont un moindre effet négatif sur la VAC. De plus, la prise des deux

produis de dromadaire seuls ou mélangés diminue le facture H.

En conséquence, 1’élimination des cellules cancéreuses du sein avec les produits
camelins en conjonction avec I’utilisation de certains schémas thérapeutiques pourraient
constituer une stratégie complémentaire potentielle a base du lait et des urines de chamelle
dans le cancer du sein. Sur la base des résultats de notre étude, nous concluons que les urines
et le lait de chameau peuvent avoir un ou plusieurs composants actifs qui pourrait jouer un
role important en tant qu'agent stimulant la voie alterne du complément et la diminution de la

fonction du facture H afin de favoriser I’élimination des cellules cancéreuses.
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Annexe 1: Role de la lactoferrine dans I’activation des cellules immunitaires (JAGAT R et al.,
2015).
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Annexe 2 : Composition du lait de chamelle en vitamines selon différents auteurs.

Vitamines Concentration références

Acide ascorbique (C) 7.50 (mg/ml) (MAL et PATHAK,
2010)

Cobalamine (B12) 0.0085 (mg/l) HADDADIN et al., 2008)

Acide Folique (B9) 0.087 (mg/l)

Niacine (B3) 0.780 (mg/1)

Acide Pantothénique (B5) 3.680 (mg/l)

Pyridoxine (B6) 0.550 (mg/1)

Rétinol (A) 7.57 (ng/ml) (MAL et PATHAK,
2010)

Riboflavine (B2) 3.10 (ng/ml)

Thiamine (B1) 0.480 (mg/1) HADDADIN et al., 2008)

Tocopherol (E) 0.0178 (mg/l)
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Annexe 3: Composants présents dans 1’urine de chameau (AHAMAD et al., 2010).

S. Nom RT Zone Hauteur N zone% | % Dela
NO superficie
1 acide pyrotartrique 11.2 35,371 903,663 0.2 0.1
2 Acide dioique propane | 12.3 | 175,789 881,663 0.9 0.6
3 acide aminomalonique | 12.5| 796,841 16,794,296 4.2 2.6
4 érythritol 12.8 | 162,312 3,961,203 0.8 0.5
5 canavanine 13.0 | 574,171 6,362,680 3.0 1.9
6 créatinine 13.2 | 269,862 5,460,907 1.4 0.9
7 galactose 14.0 60,467 349,291 0.3 0.2
8 ribitol 14.8 27,077 584,557 0.1 0.1
9 acide azélaique 15.0 | 316,206 2,567,412 1.6 1.0
10 acide hippurique 15.4 | 19,138,354 | 386,707,360 100.0 63.0
11 N-phényle acétyle 15.6 | 2,228,299 | 44,340,772 11.2 7.3
glycine
12 Acide D-glucuronique | 16.4 | 122,990 1,337,466 0.6 0.4
13 Acide hexadecanoique | 16.6 | 101,347 2,436,548 0.5 0.4
14 acide propanoique 16.8 69,294 1,200,123 0.4 0.2
benzene
15 Acide trans-9- 17.7 | 583,098 7,878,695 3.0 1.9
décanoique
16 prostaglandine FIA 18.0 8840 156,630 0.1 0.08
17 Pseudo-peériphérique | 18.6 | 143,953 2,744,591 0.8 0.5
uridine
18 Mélibiose 22.6 | 154,818 2,361,507 0.8 0.5
19 D-galactose 23.3 | 40,949 781,510 0.2 0.1
20 2-désoxy- 23.5| 213,684 3,725,774 1.1 0.7

galctopyranose
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Annexe 4. Composition des urines de chamelle (AHAMAD et al., 2015).

S. Element name Level of element (ppm of camel
No. (Symbol) urine)
1. Lithium (L1) 0.006807
2. Boron (B) 0.031970
3. Sodium (Na) 647.344755
4. Magnesium (Mg) 15.105697
5. Aluminum (Al) 0.159909
fy. Phosphorus (P) 0.471004
7. Chlorine (Cl) 0.0002358
8. Potassium (K) 280.7982
Q. Calcium (Ca) 0.023656
10. Silver (Ag) 0.000300
11. Chromium (Cr) 1.963761
12. Manganese (Mn) 0.017308
13. Iron (Fe) 1.705473
14. Cobalt (Co) 0.001637
15. Nickel (Ni) 0.086647
16. Copper (Cu) 0.038132
17. Zinc (Zn) 0.05477
18. Arsenic (As) 0.000359
19, selenium (Se) 0.002612
20, Strontium (Sr) 0.103021
21. Platinum (Pt) 0.000239
22. Gold (Au) 0.001787
23, Mercury (Hg) 0.0002538
24, Tin (Sn) 0.000461
25, Antimony (Sbh) (0.001004
26. lodine (I) 0.000256
27. Barium (Ba) 0.013403
28. Cadmium (Cd) 0.000086
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Annexe 5: le cancer du sein est le premier cancer féminin (RICHARD et al., 2009).

Le cancer chez la femme

Sein
Intestin
Poumons
Utérus

Peau

lymphome non
hodgkinien

Femmes en % 0 5 0 15 2 25 30 3
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Annexe 6 : Fiche de renseignement.
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Annexe 7 : composition et préparation des tampons VBS, EGTA.

Tampon

préparation

Tampon VBS

(tampon salin tamponné) Tampon VBS
concentré : dissoudre 41,5 g de NaCl et 5,09 g
de 5,5’-diéthyl barbiturate dans 750 ml de
H-0.

Acide éthylene glycol tétra acétique
(EGTA), 0,1 M

Ajouter 7,6 g d’EGTA & 100 ml de H,O
dans un bécher en wverre. En remuant
vigoureusement, ajoutez 4 M NaOH goutte a
goutte jusqu’a ce que le pH atteigne 7,35 +
0,05 (PEGTA se dissoudra a pH 7,0;
surveiller le pH avec soin afin qu’il ne
dépasse pas 7,4). Ajouter H,O a 200 ml. Le
magasin plusieurs mois a 4 ° C. Rejeter si la
solution devient trouble.

Annexe 8 : Résultats de la lyse des érythrocytes de poulet des cas d’étude de VAC par

I’AP100.
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Annexe 10 : Laboratoire d’Immunologie de la Faculté de Médecine de Ouargla.




Résumé : Le lait et les urines de chameau (LC, UC) ont été traditionnellement employés pour traiter le cancer. Cette
pratique de pharmacopée traditionnelle nécessite de I'examen scientifique. Vu que la principale composante de
I’immunosurveillance est la voie alterne du complément(VAC), notre projet vise a étudier les effets du LC et des UC sur
I’activation de la VAC et sa régulation par le Facteur H (FH). Deux tests fonctionnels (AP100, FH100) ont été utilisés
pour évaluer la VAC in vivo chez 61 patientes atteintes du cancer du sein du CAC de Ouargla ; et ’effet in vitro sur le
plasma humain normal (PHN). L'évaluation de I’AP0O0O et FHI00 montre que la prise par les patientes du LC et des UC
séparés ou mélangés, influence positivement la VAC (95,02+11,00%, 96,84+3,35% et 94,38+3,85%) respectivement,
comparé aux patientes qui ne les prennent pas (93,42+8,66%). Les résultats de I’AP100 corrélent négativement avec
ceux du FH (100+4,37%, 104+4,07%,97+4,73%), ce qui montre un effet supplémentaire sur cette protéine régulatrice.
Nos résultats in vitro montrent que le LC provoque une faible amélioration de la VAC mais le mélange affecte
négativement cet effet de facon moindre. La présente étude montre que la prise des deux produis de dromadaire seuls ou
meélangés diminue D’expression de facture H et favorise 1’élimination des cellules cancéreuses par I’activation de la

VAC, avec de meilleurs résultats en cas du mélange de lait et urine.

Abstract: Camel milk (CM) and urine (CU) have traditionally been used to treat cancer. This traditional pharmacopoeial
practice requires scientific examination. Since the main component of immunosurveillance is the complement alternate
pathway (ACP), our project aimed to study CM and CU effects the activation of the ACP and its regulation by the Factor
H (FH). Two functional assays (AP100, FH100) were used to evaluate ACP in vivo in 61 breast cancer patients from the
ACC of Quargla. The in vitro effect was also evaluated by using normal human plasma (NHP). The evaluation of AP0O
and FH100 showed that ACP and FH expression with patients' intake of CM or CU separated or mixed, positively
influenced ACP (95.02 + 11.00%, 96.84 + 3.35% and 94.38 + 3.85%) respectively, compared to patients who did not
take them (93.42 + 8.66%). TheAP100 results correlate negatively with those of FH (100 + 4.37%, 104 + 4.07%, 97 +
4.73%), which shows an additional effect on this regulatory protein in cancer. The in vitro results show that CM causes a
slight improvement in ACP but the mixture negatively affects this effect to a lesser mannerfashion. The present study
shows that taking two dromedary products alone or mixed reduce and inhibit FH expression and promote the elimination

of cancer cells by ACP activation. with a great effect in the case of the mixture CM-CU.

Key words: Camel milk, Camel urine, Alternative complement pathway, Factor H, AP100, FH100.
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