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TITRE

Intérét pharmaceutique du genre Tazus et des Taxanes; culture in vitro et dosage

Theése soutenue le jeudi 3 décembre 2009
par Pierre VALLATA

RESUME

Le genre Tazus se compose d’arbres ou d’arbustes & feuillage persistant trés présents
dans nos régions. Selon les classifications phylogénétiques récentes le genre Tazus appartient
a ordre des Pinales; Les Tazus sont donc des coniféres. Le genre Tazus, qui s’étend dans
le monde entier, est principalement présent dans I’hémisphére Nord. Les arbres ou arbustes
du genre Tazrus sont extrémement toxiques et peuvent, en cas d’ingestion d’une partie de la
plante, entrainer la mort. En effet toutes les parties de la plante a I'exception de larille (le
faux fruit) contiennent des substances appelées taxines responsables de la toxicité.

Cependant, le genre Tazus est & l'origine de la découverte de deux molécules anticancé-
reuses formant la classe pharmaceutique des taxanes : le paclitaxel et le docetaxel. C’est en
1971 que Monroe E. Wall et Mansukh C. Wani publient la structure du paclitaxel. Depuis,
l'intérét porté au genre Tazus n’a pas cessé d’augmenter jusqu’a la mise au point du Taxol®)
(paclitaxel) et du Taxotére®) (docetaxel). Le mécanisme d’action des taxanes est nouveau :
ils sont des stabilisateurs du fuseau mitotique.

Le paclitaxel est une molécule complexe dont ’approvisionnement reposait lors du dé-
veloppement du Taxol®) en son extraction a partir de Tazus brevifolia. Cependant le faible
rendement du procédé ainsi que son impact écologique poussent le monde scientifique & décou-
vrir d’autres voies d’approvisionnement. En 1994 la synthése chimique totale du paclitaxel est
découverte. Cependant cette synthése est non viable au niveau industriel du fait de ses coiits
écologique et financier. Aujourd’hui les voies d’obtention du paclitaxel sont I’hémisynthése a
partir de la 10-deacetylbaccatine III et la culture cellulaire.

Dans cette thése il est décrit une étude sur la micropopagation de Tazus x media var.
Hicksii qui est une espéce a forte teneur en paclitaxel. La culture in vitro a été réalisée sur un
milieu de culture gélosé durant plusieurs mois avec des repiquages successifs. Parallélement,
on réalise 1’étude de I'impact des hormones de croissances sur la culture in vitro de Tazus
baccata.

L’extraction et le dosage du paclitaxel et de la 10-deacetylbaccatine III sont réalisés a
partir de feuilles, d’écorces et de tiges de Tazus baccata. L’extraction comprend une étape
d’extraction liquide/solide, une étape de purification par précipitation et une extraction li-
quide/liquide. Les extraits sont analysés par CLHP associée a une détection UV.
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Introduction

L’if est un arbre ou un arbuste extrémement présent dans nos régions. Nombreux
sont ceux qui savent l'identifier et trés nombreux sont ceux qui, sans le savoir, le
connaissent visuellement pour l'avoir croisé si souvent dans les parcs et jardins.

Et pourtant, I'if reste, en lui méme, trés méconnu. Comme chacun le sait I'if
est extrémement toxique mais que savez vous précisement de cette toxicité ? Savez
vous qu’il fait partie du genre Tazus dont les caractéristiques botaniques le place
comme un genre & part ? Savez vous qu’il est & l'origine du développement de deux
médicaments anticancéreux efficaces : le Taxol®) et le Taxotére@®)? Et que savez
vous précisément de ces deux spécialités pharmaceutiques ? Comment ont-elles été
découvertes, par qui et en quelle année ? Quels en sont leurs principes actifs et quel
est leur mécanisme d’action ?

Tous ces points sont abordés dans une premiére partie qui rassemble les informa-
tions bibliographiques disponibles sur le genre Tazus et son intérét pharmaceutique.
La seconde partie est consacrée a la description de travaux expérimentaux portant
sur la culture in vitro du genre Tazus ainsi qu’a 'extraction et au dosage des taxanes
a partir de parties de plantes de Tazus baccata. Ces travaux ont été réalisés d’avril a
juin 2007 dans le Laboratoire de Botanique et Mycologie de la Faculté de Pharmacie
de Nancy sous la direction du Professeur Max HENRY. Les parties et chapitres ont
été pensés de fagon & pouvoir étre lus indépendamment les uns des autres.

Cette these n’a pas pour but de présenter un inventaire de connaissance mais
rassemble toutes les informations jugées nécessaires a la compréhension des points
abordés. Ainsi le paragraphe décrivant le mécanisme d’action pharmacologique des
taxanes est précédé de quelques notions de biologie cellulaire. Le lecteur trouvera
notamment un index ainsi qu'un glossaire afin que la navigation dans ce document
soit aisée. Les termes dont la définition est présente dans le glossaire apparaissent en
général clairement en emphase (c’est a dire en italique).

J’ai choisi de rédiger cette thése a l'aide du programme libre et gratuit qu’est
IXTEX. Des renseignements concernant ce programme efficace et peu répandu sont
disponibles dans I’annexe C. Toutes les photographies ont été réalisées par 'auteur.

Toutes remarques peuvent étre envoyées a pierre.vallata@gmail.com.
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Chapitre 1

Le genre Taxus

1.1 Classification

Le genre Tazus appartient & la famille des Taxacées qui constitue un petit groupe
des gymnospermes. En effet les Taxacées regroupent moins de 2% des espéces des
gymnospermes. La classification du genre Tazus et de la famille des Taxacées a
largement évolué au court du temps et connait encore aujourd’hui des variations. En
effet, selon 'interprétation de la classification, la famille des Taxacées comporte 7 a
30 espéces réparties dans 3 & 6 genres. Il existe deux types de classification :

— La classification classique basée sur les caractéres morphologiques du végétal.

— La classification phylogénétique basée sur I’examen de marqueurs génétiques

du végétal afin de recréer une phylogénie.
La classification classique a évolué au cours du temps et est aujourd’hui stable. La
classification phylogénétique, quant & elle, continue d’évoluer avec les études réalisées
sur le sujet.

1.1.1 Classification classique

Dans la classification classique les ifs qui sont des gymmnospermes ne sont pas
considérés comme des coniféres car ils ne sont pas résineux et leurs fruits ne sont pas
des cones. En effet la famille des Taxacées est placée dans I'ordre des Tazales et non
dans 'ordre des Pinales. L’ordre des Tazales ne compte que la famille des Tazaceae.
Le tableau 1.1 présente la classification du genre Tazus d’aprés the Integrated Tazo-
nomic Information System (ITIS). Nous pouvons noter dans ce tableau la présence
de 4 genres en plus du genre Tazus dans la famille des Taxacées : les genres Amen-
totaxus, Austrotazus, Pseudotaxus et Torreya. La description de ces genres n’est pas
abordée dans cette thése

1.1.2 Classification phylogénétique

Des analyses ADN ont montré que les ifs sont monophylétiques des autres familles
de 'ordre des Pinales [19, 60|. De plus, les résultats de ces analyses sont renforcés par
des études de micromorphologie [6]. C’est pourquoi la famille des Taxacées est inclue



1. Le genre Taxus
1.1. Classification

Régne Plantae
Sous-régne Tracheophyta
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Tazales
Famille Tazaceae
Genre Amentotazus
Genre Austrotazus
Genre Pseudotazus
Genre Tazus
Genre Torreya

TABLE 1.1 — Classification classique du genre Tazus (ITIS)

Reégne Plantae
Sous-régne Tracheophyta
Division Pinophyta
Classe Pinopsida
Ordre Pinales
Famille Tazaceae
Genre Amentotazus
Genre Austrotazus
Genre Pseudotazus
Genre Tazus
Genre Torreya

TABLE 1.2 — Classification phylogénétique du genre Tazus (NCBI)

avec tous les autres coniphéres dans ’ordre des Pinales alors qu’elle était auparavant
placée dans le goupe distinct des Tazales.

Des analyses ADN ont montré que les genres Torreya et Amentotazus sont plus
proches du genre Cephalotazus que du genre Tazus. Ainsi, Torreya et Amentotazus
qui étaient auparavant inclus dans la famille Tazaceae, ont été replacés dans la fa-
mille Cephalotazaceae. Cependant, certains assimilent le genre Cephalotazus au genre
Tazus |60], créant ainsi une famille Tazaceae plus large qui compte 30 espéces répar-
ties dans 6 genres.

La classification du genre Tazus issue de ces études est présentée dans le ta-
bleau 1.3. La liste des espéces du genre Tazus est présentée dans le tableau 1.4.

Pour illustrer 'exemple des variations parmi les classifications de référence, le
tableau 1.2 présente la classification phylogénétique issue du National Center for
Biotechnology Information (NCBI).
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1. Le genre Taxus

1.1. Classification

Reégne Plantae

Sous-régne Tracheophyta
Division Pinophyta
Classe Pinopsida

Ordre Pinales

Famille Tazaceae
Genre Tazus
Genre Pseudotazus
Genre Austrotazus

Famille Cephalotazaceae
Genre Cephalotazus
Genre Amentotazus
Genre Torreya

TABLE 1.3 — Classification phylogénétique du genre Tazus|[19, 60|

Nom latin Non vernaculaire

T. baccata L. If d’Europe, if commun

T. wallichiana Zucc. If de I’'Himalaya, if du Tibet
T. celebica Li. If des Célébes

T. chinensis Li. If de Chine

T. sumatrana Li. If de Sumatra

T. yunnanensis Cheng If de Yunnan

T. cuspidata Sieb et Zucc.  If du Japon

T. brevifolia Nutt. If du Pacifique, if de ’Ouest
T. globosa Schldl. If du Mexique

T. floridana Nutt. If de Floride

T. canadensis Marsh. If du Canada

T. x hunnewelliana Rehder If d’Hunnewell

T. x media Rehder If hybride, if Anglo-Japonais

TABLE 1.4 — Les espéces du genre Tazus |39, 24, 49|

11



1. Le genre Tazus
1.2. Description botanique

1.2 Description botanique

Trois descriptions botaniques de référence du genre Tazus sont présentées ainsi
qu’une description de vulgarisation de Tazus baccata. Les trois descriptions de réfé-
rence du genre Tazus sont issues de :

— La Grande Flore de Gaston Bonnier [14].

— La Flora Europaea [38|.

— The Botanical Review [24].

1.2.1 Description botanique d’aprés G. Bonnier [14]
Famille 142 : Tazineae. Taxinées

[Synonyme : Tazaceae. Taxacées]
(du genre type : Tazus)

Les plantes de cette famille ont des fleurs de deux sortes, sans calice, ni corolle,
portées par des pieds différents, rarement par le méme pied. Les infloresences sta-
minées se composent de plus ou moins nombreuses étamines attachées sur un axe
et sont nues ou entourées & la base par des écailles imbriquées. Les fleurs pistillées,
munies ou dépourvues autour d’elles d’écailles imbriquées, sont constituées par une
petite coupe membraneuse, portant un seul ovule nu, droit et dressé. La graine non-
ailée contient une plantule droite & plusieurs cotylédons au milieu d’une matiére de
réserve, I’endosperme et se trouve entourée d’une enveloppe a la fin charnue et simu-
lant une baie, qui provient du développement de la coupe membraneuse. Ce sont des
arbres ou des arbrisseaux de port trés différent, a feuilles le plus souvent persistantes,
de formes variables.

On a décrit environ 20 espéces de cette famille qui croissent dans les deux hémi-
sphéres, principalement dans les régions tempérées.

Genre 887 : Tazxus. If (du nom grec de la plante Tagos (tazos)). - Dans ce
genre, les inflorescences staminées sont globuleuses, entourées dans le bas par de
petites écailles imbriquées et constituées par 4 a 12 étamines polygonales, aplaties au
sommet et présentant chacune 5 a 8 sacs polliniques disposés en cercle. Les fleurs
pistillées, qui se composent d’un ovule porté par une petite coupe et entouré de petites
écailles imbriquées, ont l'apparence de petits bourgeons. La graine, a paroi dure, est
ovoide et contenue dans la coupe qui 'entoure d’abord dans la partie inférieure, puis
s’accroit jusqu’a étre plus longue qu’elle tout en devenant charnue. Ce sont des arbres
a ramification irréguliére, a feuilles persistantes, étroites-allongées et rapprochées en
apparence sur 2 rangs.

On a décrit 8 espéces de ce genre qui croissent dans les régions tempérées de
I’ancien et du Nouveau Continents.

3.268. Tazus baccata L. If a baies (pl. 699 : 3.268 (voir figure 1.1), rameau a
fleurs staminées ; 3.268 bis (voir figure 1.1), rameau portant de jeunes fruits; 3.268
ter, (voir figure 1.1) rameau avec fruit mir).- C’est un arbuste ou un arbre qui croit
dans les bois des montagnes, mais que 1’on rencontre souvent planté ailleurs. Il ne
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dépasse pas 12 a 15 métres de hauteur et atteint 3 & 4 métres de circonférence,
trés rarement davantage. Les fleurs, les staminées jaundtres, les pistillées verddtres,
se montrent en avril et en mai. Les feuilles munies d’un trés court pétiole, assez
rapprochées et en apparence disposées sur 2 rangs, sont d’un vert trés sombre en
dessus, d’un vert clair sur la face inférieure, plates ou un peu enroulées en dessous
par les bords, longues de 2 & 3 cm sur 2 & 3 mm de largeur, brusquement atténuées et
aigues au sommet. Les inflorescences, qui ont [’aspect de petits bourgeons, se trouvent
a Daisselle des feuilles des rameaux de ’année précédente et ordinairement sur des
pieds différents, parfois sur le méme pied. La graine en formation est entourée a la
base, plus ou moins longuement suivant ’état de son développement, par une petite
coupe membraneuse qui s’allonge et s’épaissit; et & la maturité la graine ovoide et
dure se trouve au fond de cette coupe devenue charnue et d’un rouge vif, simulant
un fruit. C’est un arbuste ou un arbre rameux dés la base, a tige droite, a branches
longues et étalées, & rameaux minces et pendants. L’écorce d’un gris brun rougeétre se
détache par plaques. L’if a une croissance trés lente, mais sa longévité est considérable
et 'on cite des exemplaires qui auraient plus de 2000 ans. Lorsque I'arbre a été abattu,
la souche donne naissance a des rejets. (On a observé des anomalies de cette espéce :
racines ou tiges fasciées, c’est-a-dire soudées en long ; feuilles fasciées ; fruits plus ou
moins soudés).

NOMS VULGAIRES. - En frangais : If, If-d’Europe, Ifreteau. En anglais : Yew, Yew-
tree, William-Tell’s-tree, Ground-Hemlock. En allemand : FEibe, Eibenbaum, Tazus,
Tazbaum, Todesbaum. En flamand : Ijpenboom, Spaansch-Hout, Taxboom, Tazus,
Doods-boom, Venijnboom. En italien : Tasso, Libo, Albero-della-morte.

USAGE ET PROPRIETES. - Souvent planté comme arbre ornemental ; on lui donne
par la taille, qu’il supporte trés bien, une infinité de formes. - Le bois a ’aubier blanc,
le coeur d'un rouge marron veiné de brun; trés compact et susceptible d’'un beau
poli, il est utilisé par les ébénistes, les sculpteurs, les tourneurs, etc. Coloré en noir il
imite I’ébéne. - Les jeunes rameaux, les feuilles et les graines renferment un tazoide,
la taxrine, occasionnant la mort des animaux qui les broutent. - Vénéneux. .

DISTRIBUTION. - Préfére les terrains calcaires ; s’éléve jusqu’a 1800 meétres d’al-
titude dans les Alpes et les Pyrénées. - France : trés rare dans les Vosges, ¢a et 1a
dans le Jura et les Alpes; Monts de la Sainte-Baume et Montagnes des Auréles dans
le département du Var; assez rare ou rare dans les Cévennes et les Corbiéres; ¢a et
14 dans les Pyrénées. - Suisse : ¢a et 1a, surtout dans les Alpes et le Jura. - Belgique :
Hainaut et environs de Huy.

Europe : toute 'Europe. - Hors d’Europe : Nord, Centre et Ouest de 1’Asie ; Nord
de I’Afrique.

AFFINITE DES TAXINEES AVEC LES AUTRES FAMILLES. - Les Taxinées,
parfois classées avec les Abiétinées et les Cupressinées dans le groupe des Coniféres,
bien que leur fruit soit trés différent, ont avec ces familles, de méme qu’avec celle
des Gnétacées, des affinités certaines. Les raisons de ce rapprochement ont déja été
exposées.
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3268 ter
FIGURE 1.1 — Tazus baccata|14]

| 3268 bis
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1.2.2 Description botanique d’apreés la Flora Europaea [38]

Tazxales
29. Taxaceae
EDIT. D. M. MOORE

Habituellement dioique, arbre ou arbuste persistant aux feuilles linéaires, aplaties
et disposées en spirale ; non résineux. Fleurs méles axillaires, solitaires ou en petits
groupes. Fleurs femelles axillaires, solitaires ou & deux, avec une ou plusieurs écailles
stériles ; écaille ovulifére terminale, portant un ovule dressé et solitaire. Graines par-
tiellement ou totalement entourées par un arille.

1. Taxus L.
J. DO AMARAL FRANCO

Tiges alternées non réguliéres. Fleurs méles solitaires ou en petits groupes, cha-
cunes constituées par 6-14 anthéres avec 4-8 sacs polliniques. Les fleurs femelles
consistent en plusieurs écailles imbriquées, celle qui est la plus au dessus est fertile.
Les graines sont ovoides, partiellement recouvertes d’un arille charnu, habituellement
écarlate, qui mirit la premiére année.

1. T. baccata L., Sp. Pl. 1040 (1753). Arbuste ou arbre jusqu’a 20 métres
de haut, avec un port large et pyramidal. Feuilles de 10-30mm, les marges sont
recourbées, foncées, vert brillant sur le dessus, avec 2 bandes stomatales vert clair en
dessous. Graines 6-7 mm. 2n=24. Europe, excepté I’Est et 'extréme nord, allant au
nord jusqu’a la latitude de 63° Nord en Norvége et a I’Est de I’Estonie et en Crimée ;
seulement dans les montagnes dans la région Méditerranéenne.

Cultivé depuis des siécles; les nombreux cultivars différent en habitat, en carac-
téres au niveau de la feuille et en couleur d’arille. Une clé de détermination ainsi
qu’une description de ces cultivars sont données dans le Manual of Cultivated Coni-
fers par G. Kriissman [49].

1.2.3 Description botanique du genre Taxus, Edward A. Cope, The
Botanical Review [24]

Taxus L., Sp. Pl. 1040. 1753.

Arbre ou arbuste dioique (excepté pour T. canadensis Marsh.) de 3 & 9 métres
de haut mais pouvant atteindre 25 métres ; écorce squameuse de couleur brun-rouge,
violet-brun, marron-brun ; branches disposées de fagon irréguliére, dressées ou éten-
dues sur les cotés ; rameaux minces jaune-vert ou vert olive & rouge-orange ou orange
brun, les pousses de la deuxiéme année restent souvent vertes, du moins en partie; les
bourgeons hivernaux sont ovoides, coniques ou obovoides, 1.5-3 mm de long, 'apex
est aigii ou obtus, les écailles sont imbriquées, habituellement persistantes (caduques
la plupart du temps chez T. chinensis (Pilg.) Rehder), épaissies et légérement a
fortement carénées surtout vers ’apex.
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Les feuilles sont persistantes (3-)4 ans, habituellement pectinées, coriaces, li-
néaires se rétrécissant brusquement au pétiole, 2-4.5 cm x 1-3 mm, acuminées a
cuspidées ou presque mucronées-apiculées, vert foncé a jaune-vert sur la surface su-
périeure, pétiole distinct, 1-2 mm de long, s’élargissant en une large base décurrente ;
nervure médiane souvent marquée sur la surface supérieure mais parfois également
sur la surface inférieure, avec ou sans papilles cuticulaires, les bandes stomatiques
font chacune le double de la largeur des bords de la feuille, 0.2-1 mm de large, vert
péle ou jaune-vert, il n’y a pas de canaux sécréteurs de résine.

Les strobiles méles sont simples, solitaires, subsessiles, le pédoncule peut faire 1
mm de long, axillaires sur les rameaux de la premiére année, globuleux avant leur
expansion puis oblong-cylindrique, 2.5 mm de diamétre lorsqu’ils sont fermés, 4 x 2
mm lors de la libération du pollen, vert, jaune-vert ou jaune ; écailles basales stériles ;
6-14 microsporophylles, périsporange, symétrie radiale, peltés, chacun portant 4-9
microsporanges.

Les ovules sont solitaires ou parfois jumelés. Elles sont situées & l’aisselle des
bractées sur des rameaux courts ou des tiges qui sont eux méme axillaires sur les
rameux de premiére, deuxiéme et parfois troisiéme année. Les ovules sont sessiles,
elles ont 12-20 écailles qui s’entrecroisent. Elles sont ovales a obovales, concaves,
membraneuses, souvent rugueuses et quasiment enfermées par l'arille & maturité.
Les arilles sont ouverts a l'apex, 5-10 x 5-7 mm, verts lorsqu’ils sont jeunes (ils
peuvent rester de cette couleur) et devenant orange ou générallement rouge écarlate
& maturité. Les graines sont dures, ovoides, 5-7 x 4-5 mm, le hile est légérement
déprimé, ovale, triangulaire ou carré. Nombre de chromosome, n=12.

Le genre Tazus est un genre de 12 espéces (incluant 2 espéces hybrides artifi-
cielles) réparties principalement dans ’hémisphére Nord. C’est un genre difficile a
classer du fait de la variabilité et des ressemblances du nombre limité des caractéres
morphologiques qui sont utilisés pour distinguer les espéces.

Les différentes espéces du genre Tazus occupent des régions géographiques dif-
férentes du monde : quatre espéces en Amérique du Nord, une en Europe, et les
autres dans le Sud-Ouest de 1’Asie ot, selon les interprétations taxonomiques, il y
a au moins 4 espéces. La plus répandue des espéces asiatiques, T. chinensis (Pilg.)
Rehder, est endémique de la Chine et se trouve principalement dans les provinces du
centre et du sud de la Chine. En 1978, Cheng et ses collaborateurs ont accepté deux
variétés, 1. chinensis var. chinensis, qui a des papilles sur la nervure médiane de la
surface abaziale des feuilles, et T. chinensis var. mairei (Lemee & H. Lev.) W. C.
Cheng & L. K. Fu, qui n’a pas de papilles.

Tazxus wallichiana Zucc., principallement de I'Est de I’'Himalaya et du Sud du
Tibet s’étend a I’Ouest de la Chine (province de Yunnan), aux Philippines et aux
Célebes . Cheng et Fu [20] ont décrit T. yunnanensis de la province de Yunnan,
et Li (1963, 1965) proposa T. celebica des Célébes. Cependant Laubenfelds (1978)
assimile T. celebica & T. sumatrana (Miq.) Laubenf., qu’il décrit comme appartenant
aux lieux élevés des Philipines, des Célébes et de Sumatra. Cette complexité de I’ Asie
du Sud-Est nécessite de nouvelles récoltes ainsi que des études complémentaires.

Les écailles des bourgeons ainsi que le sommet des feuilles sont les éléments
utilisés pour séparer les taxons. En effets ils sont variables mais leurs différences
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sont légéres. La présence de papilles sur la surface inférieure des feuilles ainsi que la
persistance des écailles des bourgeons sont deux autres éléments qui ont été utilisés
avec un succés limité dans 'analyse des taxons de 1’Asie du Sud Est |21, 44]. Des
différences portant sur la largeur des bandes stomatales ainsi que sur la densité
des stomates ont été remarquées parmi différentes espéces [57|. La morphologie des
grains de pollen ainsi que la chimie des feuilles n’ont pas fourni de caractéres de
reconnaissance fiable [10, 47, 57, 77].

Le genre Tazus différe du genre Torreya par ses feuilles alternées et son arille
rouge ouvert; il difféere du genre Pseudotazus par son arille rouge, son absence
d’écaille stérile parmi les microsporophylles, et son nombre plus faible d’écailles sous
tendant 'ovule ; il différe du genre Austrotazus par son strobile de pollen simple ainsi
que par ses feuilles plus petites; et il différe du genre Amentotaxus par ses feuilles
alternées et simples et ses strobiles de pollen axillaires. Enfin il se distingue du genre
Cephalotazus par ses feuilles plus petites et alternées ainsi que par son arille rouge
et ouvert.

L’identification des espéces cultivées du genre Tazus est presque impossible du
fait de l'absence de l'information majeure qu’est le lieu natif de la plante. L’if est
utilisé dans de nombreux cas mais il est particuliérement populaire pour étre planté
proche des constructions afin de constituer une haie. Une collection, maintenant an-
cienne de presque 50 ans, de différents cultivars issus de 7 espéces de Tazus est
présente au Secrest Arboretum (Wooster, Ohio, Etats-Unis). Les cultivars les plus
cultivés du genre Tazus incluent T. baccata « Fastigiata » et « Repandens » ; « Ca-
pitata », « Green Wave », « Nana », et « Thayerae » ; et Tazus x media « Brownii »,
« Densiformis », « Hatfieldii », « Henryi », « Hicksii », « Hill », « Nigra », « Sebian »
et « Wardii » [23].

Espéces non cultivées

T. globosa Schldl, Linnaea 12 : 496. 1838.
T. sumatrana (Miq) Laubenf., Kalikasan 7 : 117-152. 1978.

T. wallichiana Zucc., Abh. Math-Phys. Cl. Konigle. Bayr. Akad. Wiss.
Munch. 3 : 803. 1843.

T. yunnanensis W. C. Cheng & L. K. Fu in W. C. Cheng et al., Acta
Phytotax. Sin. 13 : 86-87. 1975.
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Espéces cultivées

Clé d’identification des espéces cultivées
1. Ecailles des bourgeons caduques; arilles 4-7 mm de long; rare en culture .. T. chinensis
1. Ecailles des bourgeons persistantes ; arilles > 7 mm de long.
2. Feuilles acuminées pour la plupart ; écailles des bourgeons obtus, pas nettement car-
30T T. baccata
2. Feuilles cuspidées; écailles des bourgeons aigiies, nettement carrénées.
3. Plante monoique; arilles globuleux ou subglobuleux, 6-8 mm de diamétre ......
..................................................................... T. canadensis

3. Plante dioique; arilles ovoides ou elliptiques, habituellement 13 mm de diamétre.
4. Plante endémique de la Floride, rare en culture, feuilles souvent largement

€SPACEES SUT 188 TAMEAUX .+ttt ettt e eeieeeeiie e enanenns T. floridana
4. Plante native du Nord Ouest de ’Amérique du Nord ou de I’Asie ou communes

en cultures; feuilles proches les unes des autres sur les rameaux
5. Feuilles par rang de deux, planes et formant un V avec la partie supérieure

AU TAIMEAU . ..ottt T. brevifolia
5. Feuilles réparties le long des rameaux et ne formant pas de V ; natif de I’Asie

et commun en culture T. cuspidata et ses hybrides, T. x hunnewelliana et T.
x media

Taxus baccata L., Sp. Pl. 1040. 1753. Grand arbre de 12-20 métres de hauteur
ou arbuste densément ramifié; écorce écailleuse, squameuse, rouge-brun a pourpre-brun;
rameaux entiérement verts ou entiérement bruns ou mixtes ; les pousses de premiére année
sont toujours vertes; bourgeons ovoides, presque globuleux, les écailles sont persistantes,
légérement carrénées, obtues. Feuilles dirigées un peu en avant sur le rameau, 2-3 (-4.5) cm
x 3 mm, face supérieure vert foncé, la face inférieure est vert-jaune ; pétiole court, jaune-vert,
apex acuminé a acuminé-cuspidé, nervure médiane proéminante sur la face supérieure. Un
& deux arilles sur une pousse, 1 cm x 6 mm, rouge éclatant ; graines ellipsoides, 6-7 x 5 mm,
vert-brun a brun.

Natif de 'Europe du Nord et du Centre et de la région Méditérranéenne (Asie Mineure,
Caucase, Afrique du Nord), l'if est trés cultivé en Europe, Amérique du Nord voire en Asie,
Afrique du Nord et Australie. L’if a une longue histoire de culture, il a été cultivé par
les druides et il est presque toujours présent autour des anciens cimetiéres et des églises.
Historiquement, le bois de l'if était utilisé pour le mobilier et les arcs. En horticulture il
continue a étre utilisé pour différentes raisons mais surtout pour former des haies et des
plantations aux abords des constructions.

Taxus brevifolia Nutt., N. Amer. Sylva 3 : 86. 1849. Arbre de 5-25 métres de
hauteur avec des branches légérement pendantes; écorce écailleuse, rouge-brun foncé; ra-
meaux de jaune-vert & marron clair ; les bourgeons sont ovoides, les écailles sont persistantes
mais laches, parfois jaune-brun. Les feuilles sont espacées sur la pousse, par rangée de 2,
1.2-1.8 cm x 1-2 mm ; vert clair sur les faces supérieures et inférieures, pétiole jaune-vert,
parfois plus long que dans d’autres espéces, apex cuspidé, nervure médiane proéminante sur
la face supérieure. Arilles ovoides, 1 cm x 6-7 mm, écarlates; graines ovoides, 5-6 mm de
long.

Natif de I’Ouest de ’Amérique du Nord, de la Colombie Britannique & la Californie et
dans le Montana. L’if du Pacifique a été introduit en culture en 1854 en Grande Bretagne. Il
est planté 1a bas ainsi qu’en Amérique du Nord principalement dans les jardins botaniques.
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Taxus canadensis Marshall, Arbust. Amer. 151. 1785. Arbuste monoique ou
dioique jusqu’a 2 métres de hauteur, avec de nombreuses branches ascendantes, les tiges
principales sont souvent couchées et enracinées; écorce écailleuse, brune; rameaux rouge-
brun, les pousses de premiére année sont vertes; bourgeons ovoides ou coniques, verts,
petits, les écailles sont persistantes, plus importantes en nombre que chez les autres espéces,
carénées, aigiies ou obtues. Les feuilles sont rassemblées & plat, formant un V le long de la
tige, plus courtes vers ’extrémité des rameaux, 1-2 cm x 1-2 mm, vert clair ou vert terne
sur la surface supérieure, jaune-vert sur la surface inférieure, les feuilles deviennent parfois
légérement rouges ou pourpres sous le soleil d’hiver, pétiole 0.5-1 mm de long; apex plus
cuspidé qu’acuminé, nervure médiane discrétement soulevée sur la face supérieure. Arilles
globuleux ou subglobuleux, 6-8 x 6 mm, oranges a écarlates; graines ovoides, 5 x 4 mm.

Natif de I'Est des Etats-Unis et du Canada, du Sud de la Virginie, de ’Ouest de Ma-
nitoba et de 'lowa, cet if est cultivé occasionnelement en Amérique du Nord. En dehors de
I’Amérique du Nord on ne le trouve que dans les jardins botaniques.

Taxus chinensis (Pilg.) Rehder, J. Arnold Arbor. 1 : 51.1919. Arbre pou-
vant atteindre 15 métres de hauteur, cultivé sous forme d’un large arbuste ; écorce brun-rouge
A rouge-orange et parfois grise ; rameaux jaune-vert & brun clair, pousses de premiére année
vertes ; bourgeons plus petits que ceux de T. baccata, écailles pour la plupart caduques, élar-
gies vers la base, arrondies ou légérement carénées. Feuilles éparses sur les pousses, certaines
incurvées vers 'arriére, 1.2-3 cm x 2-3 mm, surface supérieure vert foncé, la face inférieure
est gris-vert & jaune-vert, pétiole court, jaune a jaune-vert, apex brusquement aigii, aigii ou
acuminé, nervure médiane discrétement relevée sur la face supérieure. Arilles globuleux a
subglobuleux, 4-7 mm de diamétre, rouges ou restant parfois verts; graines ovoides, 4-6 x 4
mm.

Espéce endémique de Chine et de Taiwan, I’if de Chine est rarement cultivé en Amérique
du Nord mais il est cultivé en Europe ainsi que dans sa région native.

Taxus cuspidata Siebold & Zucc., F1. Japonic. Faro. Naturales 2 : 108.
1846. Arbre pouvant atteindre 20 métres de haut mais surtout représenté par des ar-
bustes de culture ; écorce écailleuse, de rouge-brun & brun foncé ; rameaux bruns, les pousses
de premiére année sont jaune-vert; bourgeons oblongs a ovoides, les écailles sont persis-
tantes, carénées, tendant a étre aigiies. Feuilles arrangées verticalement le long de la pousse
formant un V irrégullier ; 1.5-2.5 cm x 1.5-2.5 mm, face supérieure foncée ou vert mat, la face
inférieure est jaune-vert, pétiole court, apex cuspidé, nervure médiane proéminente sur la
face supérieure, mince ou invisible sur la face inférieure. Arilles globuleux, 1 cm de diamétre,
rouge ; graines ovoides, 6 x 5 mm .

Natif du Japon, de Corée et du Nord-Est de la Chine, I'if du Japon est cultivé avec
succes en Amérique du Nord, Europe et Asie.

Tazxus floridana Nutt., N. Amer. Sylva 3 : 92. 1849. Arbre pouvant atteindre
8 meétres de hauteur ou arbuste,aux branches courtes et étalées; écorce écailleuse, brun-
pourpre ; rameaux rouge-brun, les pousses de premiére année voire celles de deuxiéme année
sont brunes ; bourgeons ovoides, les écailles sont persistantes, arrondies ou légérement caré-
nées, obtues. Les feuilles forme un V avec la pousse, 1.2-2.5 cm x 2-2.5 mm, surface supérieure
vert foncé, surface inférieure vert clair, pétiole vert, court, apex cuspidée, nervure médiane
foncée. Arilles 1 cm x 6 mm, rouge vif; graines ovoides, 5-7 x 5 mm.

L’if de Floride est une espéce en danger, endémique des falaises du long de I’ Apalachicola
River a Gadsen et des comtés de Liberty dans le Nord Ouest de la Floride. Il est trés rarement
cultivé.
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Taxus x hunnewelliana Rehder (T. cuspidata Siebold & Zucc. x T. ca-
nadensis Marshall), J. Arnold Arbor., 6 : 201. 1925. Arbustes densément
ramifiés, branches ascendantes et rameaux étalés; rameaux bruns, pousses de premiére an-
née vertes ; bourgeons ovoides, les écailles sont persistantes, moins carénées que T. cuspidata,
aigiies. Feuilles, 1-2.5 cm x 1.5-2.5 mm, leur base est plus gonflée et elles sont plus grande
dans toutes les directions que celles de T. canadensis, la surface supérieure est vert foncé,
la surface inférieure est jaune-vert, pétiole court, apex parfois moins cuspidé que T. cus-
pidata. Arilles globuleux, 8-10 mm de diamétre, rouges, & maturation plus tardive que T.
canadensis ; graines ovoides, 5-6 x 4-5 mm.

Taxus x media Rehder (T. baccata L. x T. cuspidata Siebold & Zucc.),
J. Arnold Arbor. 4 : 107. 1923. Arbre ou arbuste, souvent densément ramifié;
écorce rouge-brun a rouge-orange ; rameaux vert olive, souvent rouge-brun sur le dessus; les
bourgeons sont ovoides, les écailles sont persistantes, pas autant carénées que celles de T.
cuspidata, obtues. Les feuilles se propagent nettement en deux rangs, 1.5-3 cm x 2-3 mm,
la surface supérieure est verte, la surface inférieure est jaune-vert, pétiole court, jaune &
jaune-vert, apex cuspidé ou cuspidé acuminé, nervure médiane plus proéminante que chez
T. baccata. Arilles globuleux, 1 cm de long, rouges; graines ovoides, 6 x 5 mm.

Tazus x media est un hybride des deux espéces les plus cultivées, T. baccata et T.
cuspidata. Cet hybride est originaire des jardins d’Hunnewell dans le Massachussetts et est
aujourd’hui plus planté en Amérique du Nord que n’importe qu’elle autre espéce. Il est
également cultivé en Furope.

1.2.4 Description botanique de Tazrus baccata : vulgarisation

L’if est un conifére (en accord avec les classifications phylogénétiques récentes que nous
avons vu précédemment), il est le seul conifére sans céne ni résine. Il est de croissance lente
et posséde un tronc bien droit, robuste et cannelé. C’est un arbre trés trapu, sa ramure est
étalée et dense et la ramification est relativement basse.

L’if est un arbre de petite taille qui ne dépasse pas les 20 métres de hauteur mais qui
peut étre d’une trés grande circonférence : I'if commun d’Estry 4gé de 1600 ans atteint 12
métres de circonférence. La figure 1.2 présente un exemplaire de Tazus baccata de grande
taille situé au parc de la Pépiniére & Nancy(54). La figure 1.3 ! présente une illustration de 7.
baccata issue de la Flore d’Allemagne, d’Autriche et de Suisse par Otto Wilhelm Thomé 2.

1.2.5 Fleurs

T. baccata est une espéce dioique c’est a dire qu’un pied de la plante porte soit des fleurs
femelles, soit des fleurs méales mais pas les deux en méme temps.
Fleurs maéles

Les fleurs maéles, jaunes et trés nombreuses, sont de minuscules chatons de forme sphé-
rique situés sur de trés petites pousses a l'aisselle des aiguilles. Les fleurs méles portent

1. figure 1.3 : la fig. A représente un rameau mdle et ses fleurs, la fig. B représente un rameau
femelle a maturité avec ses arilles. Les fig. 1 € 2 représentent la fleur mdle. La fig. 8 représente la
fleur femelle. Les fig. 4 a 6 représentent larille & différents stades de maturité. La fig. 7 représente
une coupe verticale de larille et de la graine. Enfin la fig. 8 représente une coupe verticale de la
fleur femelle.

2. Les planches de cette flore sont disponibles en intégralité sur le site internet du dépar-
tement biologie de 'université d’Hambourg : http://www.biologie.uni-hamburg.de/b-online/
thome/index.html.
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FIGURE 1.2 — If situé au parc de la Pépiniére a Nancy(54)

un nombre relativement grand d’étamines en forme d’écu avec 6 & 8 sacs polliniques (voir
figure 1.4).

Fleurs femelles

Les fleurs femelles sont vertes, peu visibles et portées par de courts rameaux axillaires.
Elles sont constituées d’un ovule terminal unique, entouré de bractées écailleuses, soutenu
par une ou méme plusieurs formations de feuilles. Ces fleurs femelles, une fois fécondées,
produisent de fausses baies rouges de la taille d’une petite olive appelées arilles qui entourent
la graine.

1.2.6 Fruits

Le fruit de l'if est un arille, mais il s’agit en fait d’un faux fruit issu du développement de
Pécaille ovulifere. (voir figure 1.5), il s’agit d’une masse rouge charnue facilement identifiable.
Contrairement aux idées regues 'arille n’est pas toxique. En fait il s’agit de 'unique partie
non toxique de I'arbre. Attention cependant car cette non toxicité se limite rigoureusement
a larille (c’est & dire a la pulpe rouge) : les graines, elles, sont toxiques.

La pulpe trés mucilagineuse des arilles est sucrée. Elle attire de nombreux oiseaux qui
en sont friands et qui avalent indifféremment arille et graine. Les oiseaux ne souffrent pas
de la toxicité de la graine car elle reste intacte dans leur voies digestives. La présence des
graines intactes dans les déjections aviaires permet la dissémination de I’espéce.
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FIGURE 1.3 — Tazus baccata [69|
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FIGURE 1.4 — Fleurs males de 'if commun

FIGURE 1.5 — L’arille de T. baccata
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1.3 Toxicité de I'if

Toutes les espéces du genre Tazus sont toxiques. La toxicité de I'if est décrite dés le
2¢ siecle avant JC [15]. Jules César (102-44 avant JC) a rapporté dans De Bello Gallico
que Catuvolcus, rois des Eburons (les Belges), s’est lui méme donné la mort en buvant
du «jus» d’if [30, 17]. Homere [43] et Virgil [72] mentionnent la toxicité de I'if ainsi que
Shakespeare [62] et plus récemment Agatha Christie [22]. Les celtes réalisaient des suicides
rituels en buvant de l'extrait des feuillages d’if et ils utilisaient la séve pour fabriquer des
fleches empoisonnées durant les campagnes de Jules César en Gaule [29]. Certaines civilisa-
tions primitives utilisaient méme 'extrait d’if comme poison pour la chasse [74]. Durant le
18° et le 19° siécle on utilisait en Europe et en Inde des décoctions d’aiguilles d’if comme
emménagogue et comme abortif [15, 36].

Les ifs qui étaient largement répandus dans les cimetiéres ont entrainé la mort de nom-
breux chevaux d’attelage de corbillard. L’if d’Estry se trouve d’ailleurs au milieu d’un cime-
tiére. Il en va de méme pour le plus vieil if de France : 'if de Lande-Patry (Normandie). Dans
Iherbier de Pierre Bulliard, I'if commun figure parmi les plantes vénéneuses de France (voir
figure 1.62). Aujourd’hui, on rapporte encore de nombreux cas d’intoxications de jeunes
enfants ainsi que des cas de suicides des suites d’ingestion de parties de la plante.

A Nancy un cas d’intoxication a I'if est malheureusement célébre. Le vendredi 21 avril
2000 un individu a jeté des branches d’if dans I’enclos des ours bruns du petit zoo gratuit
du parc de la pépiniére [1]. L’if est abondant dans les parcs et jardins et ne fait pas défaut
au parc de la Pépiniére ou on le trouve en profusion (voir figure 1.2). Il en a résulté le déces
de deux des quatre ours du zoo : Mona, 27 ans, et Stanislas, 17 ans. Les deux autres ours
bruns, Oscar et Kora, la mére de Stanislas, ont échappé a ’empoisonnement et les services
vétérinaires de la ville ont dii leur prescrire des antidépresseurs, a cause de la mort de leurs
congénéres. Les deux ours malheureusement empoisonnés ont été naturalisés huit ans aprés
leur disparition [70]. Et c’est en septembre 2008 qu’ils ont rejoint le Muséum-Aquarium de
Nancy. Le Muséum-Aquarium de Nancy est visité par toutes les écoles primaires de Nancy et
nul doute que les deux ours y sont célébres. Peut-étre marqueront-ils les esprits qui resteront
sensibilisés a la dangerosité de I'if.

La toxicité de I'if est diie a plusieurs taxoides appelés taxines qui sont les taxoides les
plus présents dans l'if. Les taxines sont présentes dans toutes les parties de la plante a
Pexception de larille [15]. Aujourd’hui plusieurs taxoides appartenant aux taxines ont été
identifiées dont la taxine B qui est le taxoide présent en plus grande quantité dans le végétal.
La teneur en substance toxique reste constante dans le matériel végetal qu’il soit frais ou
sec [4] et cela tout au long de Pannée avec un maximum de concentration en hiver [74]. T.
baccata et T. cuspidata sont les deux espéces de Tazxus dans lesquelles les concentrations en
taxines sont les plus importantes. La trés grande majorité des cas d’empoisonnement par I'if

3. figure 1.6 : I'If n’est point originaire de nos contrées, mais il y est trés commun. On le cultive
comme arbre d’agrément, on lui donne toutes sortes de formes. Son bois est dur coloré et veiné, ses
fleurs sont maéles sur un individu et femelles sur un autre, elles paraissent en mars. Ses fruits ne sont
mirs qu’en automne, les fleurs males sont composées d’un bouton écailleux d’ou s’élévent neuf &
dix étamines réunies en un corps par leurs filets, les fleurs femelles sont composées de trois & quatre
feuilles écailleuses qui renferment un ovaire oblong surmonté d’un stygmate obtus. Chaque fleur
femelle rapporte pour fruit une baie monosperme creusée en grelot sur le devant. N.B. La fig. A
représente une branche d’If vue en dessus. La fig. B en représente une partie vue en dessous. La fig.
C est celle d’une fleur mdle dessinée a la loupe, la fig. D celle d’un fruit naissant. Les figures E € F
représentent deux baies a I’état de maturité. La fig. G est celle de la semence coupée verticalement.
Ses baies sont mucilagineuses, sucrées, 'amande en est amére. Tout nous porte a croire que 'if est
un poison pour 'homme ; cependant je vois beaucoup de gens en manger les fruits sans en ressentir
la moindre incommodité; ce qu’il y a de certain c’est qu’il tue les chevaux, les boeufs, les dnes qui
pressés par la faim en broutent les jeunes tiges.
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PLANTE VENENEUSE DE LA FRANCE. 2/ 136

FIGURE 1.6 — Lif commun, une plante vénéneuse [16|

concerne le bétail et reste accidentelle.

1.3.1 Taxines [76, 8]

Le genre Tazus est extrémement étudié du fait qu’il contient une substance anticancé-
reuse isolée en 1971, le paclitaxel. Les nombreuses études menées conduisent & l’isolement
de centaines de nouveaux métabolites [7]. Cependant, peu d’attention a été consacrée a la
taxine (ou aux taxines) qui est le plus ancien et le plus notable des composés de I'if & avoir
été mis en évidence. Le terme taxine est un nom collectif qui fait référence & un mélange
de composés diterpéniques extraits de I'if. Nous verrons que lors des premiéres recherches la
taxine était considérée comme un composé pur avant de découvrir qu’il s’agit en fait d’un
mélange de plusieurs composés diterpéniques. De ce fait, la taxine passe au pluriel sous le
terme les tarines dans le language scientifique.

Les taxoides du type du paclitaxel dans lesquels ’azote amino-acide fait partie d’un
groupement amide n’ont pas de propriétés basique. Par cette propriété ils se démarquent
des composés appartenant aux taxines. Ainsi, les taxines sont a différencier des taxanes [§].

Premiéres découvertes

Les premiéres recherches ont été menées en 1828 par Piero Peretti, Professeur a I'uni-
versité de Rome. Il réalise une analyse chimique sur des feuilles d’if. Peretti découvre que
les feuilles contiennent une huile volatile, de I’acide oxalique et des résines. Ces résultats ont
été rapportés par Lucas, pharmacien a Arnstadt en Thuringe, en 1856 [52], la méthodologie
de Peretti n’est pas décrite.
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FIGURE 1.7 — Structure des taxines A [76]

En 1856, Lucas est le premier & réaliser une analyse phytochimique du feuillage d’if
afin d’y découvrir des taxoides. Il récupére une poudre blanche non cristalline qu’il appelle
« taxines ». Vingt ans plus tard, Marmé, un scientifique francais, est le premier & isoler une
forme cristalline de la taxine en utilisant une méthode d’extraction similaire & celle de Lucas.

En 1890 Hilger & Brande donnent une formule basique de la taxine basée sur des analyses
de combustion. Ils réalisent des sels de taxines et la composition en pourcentage de carbone,
d’hydrogéne, d’azote et d’oxygéne de ces sels est déterminée. A partir de ces informations
ils proposent une formule brute de la taxine : C37H5oNOqg.

En 1921, Winterstein et ses collegues étudient les produits de dégradation de la taxine
afin d’en déduire la structure [31]. En utilisant ’hydrolyse acide, ils récupérent un produit de
dégradation cristallin qu’ils identifient comme ’acide S-dimethylamino-3-phenylpropanoique.
A partir de ces résultats, ils suggérent que la taxine est un taxoide contenant des esters de
ce composé. Cependant de nombreux chercheurs ont mis en doute ce résultat du fait de
I’homogénéité discutable de I'extrait de départ. En effet le point de fusion de l'acide de
Winterstein varie de 82°C & 124°C et son pouvoir rotatoire de +35° & +96°.

En 1956 Graf et Boeddeker ont découvert que la taxine était en fait un mélange de
différents composés hétérogénes. La premiére preuve de cette hétérogénéité vient de ’analyse
et de I'isolement de I'acide §-dimethylamino-3-phenylpropanoique de Winterstein. Le clivage
de ce composé donne de 'acide hydrocinnamique (caractérisé par spectrophotométrie) et
du diméthylamine (caractérisé par hydrolyse alcaline). Des analyses supplémentaires par
spectrophotométrie, chromatographie et par infrarouge ont permis a Graf de déterminer
deux taxoides majoritaires : la taxine A (voir figure 1.7) et la taxine B [31] (voir figure 1.8).

Taxines A

En 1982 Engelbert Graf et ses collaborateurs découvrent la structure de la taxine A par
RMN ainsi que par diffraction aux rayons X [33].

En 1994 Christiane Poupat, Alain Ahond et Pierre Potier isolent a I'Institut de Chimie
des Substances Naturelles du C.N.R.S un analogue de la taxine A, la 2-deacetytaxine A (voir
figure 1.7) (C33H45NOg), & partir des aiguilles de T. baccata. La structure du 2-deacetytaxine
A a été découverte a ’aide de la RMN couplée a la spectrométrie de masse.
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FIGURE 1.8 — Structure des taxines B [76]

Taxines B

Comme nous 'avons dit précedemment, 'analyse de la taxine sous forme amorphe par
électrophorése fait apparaitre deux bandes majoritaires. La bande migrant le plus lentement
des deux, la taxine B, représente approximativement 30% de la fraction totale des taxoides
extraits de T. baccata [31, 32]. En 1986 Graf utilise la RMN pour déterminer la structure
de la taxine B [34]. Cependant, en 1991, Ettouati et ses collégues ont révisé la formule de
Graf au moyen d’analyses par RMN hétéronucléaire [27].

Des analyses RMN de fractions de différentes espéces de Tazus révélent la présence de
différentes taxines apparentées a la taxine B. L’isotaxine B (C33H45NOg) qui est un isomeére
de structure de la taxine B est un constituant majeur de de la fraction de taxoide [59, 46,
58, 2]. Des composés présents en faibles quantité dans la fraction sont la 1-deoxytaxine B et
la 1-deoxyisotaxine B (voir figure 1.8) [46, 58].

La taxine B, l'isotaxine B, la 1-deoxytaxine B, et la 1-deoxyisotaxine B sont facilement
séparables par CLHP [46, 58]. On trouve également dans la fraction totale des taxoides des
dérivés de la taxine B a hauteur de 2% |8].

1.3.2 Pharmacologie
Premiéres découvertes

Les études pharmacologiques indiquent que les taxines agissent sur le systéme cardiovas-
culaire. En 1921, Wintertsein et Tatrides injectent des doses mortelles de taxines (0.004-0.009
g/kg) a des lapins et a des chiens [15]. Ces injections ont déclenché une hypotension suivie
d’un arrét cardiaque.

Bryan-Brown a dirigé les premiéres recherches pharmacologiques sur les taxines en 1932
en réalisant des électrocardiogrammes sur des coeurs de lapins et de grenouilles. Ces analyses
ont révélé que la taxine induit une bradycardie conduisant a I’arrét cardiaque diastolique. Des
recherches complémentaires ont montré que les taxines dépriment la conduction auriculo-
ventriculaire [65, 68].
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Taxines Formule Chimique | Point de fusion (°C) | Pouvoir rotatoire | UV max (nm) | IR max (cm™1!)
Taxine A Cs5H47NO1g 204-206 [a] Y =-140° 220, 255 1780, 1250
2-Deacetyltaxine A | C33Hy5NOg - []2)—=-106° 224, 264 1734, 1691
Taxine B Cs3Hy5NOsg 115 [a]%:+116° 210, 277 3578, 1730
Isotaxine B C33Hy5NOg - - 282 -

TABLE 1.5 — Propriétés physiques et chimiques des taxines [76]
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DM,,; DMin DM,in estimée
(g d’ajgu;ﬁgls d'if) (g d’aiguilles de taxines
d’if/kg) (mg/kg)
50-100 0.6-1.3 3.0-6.5

TABLE 1.6 — Dose mortelle d’aiguilles d’if chez 1'étre humain de 80 kg [74]

Effets Cardio-vasculaires des taxines A et B

Les taxines A et B ont des effets cardiotoxiques différents [5, 9]. Des expérimentations
montrent que la taxine B a un effet cardiotoxique supérieur a la taxine A [5, 9]. La taxine
B induit un allongement de la période QRS et un ralentissement de la conduction aurico-
ventriculaire.

La taxine A, quant & elle, n’induit pas de trouble de la conduction auriculo-ventriculaire
ni d’allongement de la période QRS méme aux plus hautes doses utilisées lors des expériences.
La taxine A ne provoque qu’une baisse modérée du rythme cardiaque [5].

Meécanisme d’action

Les recherches menées sur le mécanisme d’action des taxines ont été réalisées a partir
d’extraits bruts de taxines a partir de I'if et non & partir des taxines A et B purifiées.
Cependant, comme la taxine B est présente en tant que taxoide majeur il est considéré que
les effets des taxines relevés dans les analyses sont causés par la taxine B.

De récentes études ont montré que les taxines sont des antagonistes des canaux Ca’* et
Na™ [68, 67]. Les taxines ont donc un mécanisme d’action identique a certaines molécules
d’intérét pharmaceutique antiarythmique. Tekol et Gogiisten ont d’ailleurs comparé les ef-
fets des taxines a ceux du vérapamil [67] et ont conclu que les taxines sont moins puissantes
que le vérapamil mais plus cardiosélectives des canaux Ca?t. Les taxines ont donc un inté-
rét potentiel dans le traitement des troubles cardiaques. Cependant, elles ne sont que peu
étudiées et il n’existe actuellement aucune spécialité pharmaceutique qui en dérive.

1.3.3 Symptoémes, diagnostic et traitement
Symptoémes

Les signes cliniques varient selon le degré d’intoxication. Si I'individu intoxiqué n’est pas
trouvé mort, les signes cliniques comprennent : atazie , dyspnée , bradycardie , tremblement
musculaire, convulsion, évanouissement et arrét cardiaque entrainant la mort [64, 13].

Diagnostic
La recherche d’un historique d’exposition a l'if et 'identification du végétal dans le
systéme digestif du malade sont les éléments de diagnostics

Traitement

Il n’existe pas d’antidote aux taxines. Seul un traitement symptomatique est envisagé.
Dans le cas de ’empoisonnement délibéré d’un humain par ingestion les traitements symp-
tomatiques n’assurent pas toujours la survie de l'individu [30].
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Chapitre 2

Intérét pharmaceutique du genre
Taxus

Le genre Tazus est a 'origine de la découverte de deux médicaments anticancéreux : le
Taxol®) (paclitaxel) et le Taxotére®) (docétaxel). Ces agents anticancéreux forment, a eux
deux, la classe pharmaceutique des taxanes. Dans ce chapitre nous rappelons tout d’abord
les étapes de recherche et de développement d’un médicament afin de retracer les étapes de
la découverte des taxanes. Nous nous intéressons par la suite & la structure des taxanes, a
leur moyens d’obtention ainsi qu’a leurs propriétés pharmacologiques. Afin d’introduire le
mécanisme d’action des taxanes un rappel sur la mitose cellulaire est réalisé.

2.1 Stratégie de recherche et développement d’un médi-
cament

2.1.1 Phase initiale de recherche

Le point de départ dans la découverte d’un nouveau médicament commence, bien str,
par une phase de recherche. Dans un premier temps, l'effort est porté sur I'obtention de
nouvelles molécules.

Pour obtenir ces molécules il y a plusieurs solutions : la synthése organique, les bio-
technologies ou encore l’extraction de molécules naturelles (comme cela a été le cas pour le
paclitaxel).

L’étape suivante est de faire passer une batterie de tests systématiques aux molécules
obtenues afin d’étudier leurs propriétés chimiques et pharmacologiques. Cette étape permet
de repérer celles qui pourraient avoir un intérét thérapeutique. Toutes les molécules subissent
les tests initiaux, pour effectuer un premier tri. Celles qui répondent aux critéres recherchés
sont étudiées par une seconde série de tests, plus poussés et ainsi de suite jusqu’a ce que soit
sélectionnés les substances dont les propriétés pharmacologiques paraissent suffisamment
intéressantes : c’est le screening.

Une fois le screening effectué, I’étude toxicologique des molécules retenues est réalisée.
Si les molécules répondent aux critéres toxicologiques la phase de développement du médi-
cament commence.
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2.1.2 Premiére phase du développement : la formulation

La premiére étape du développement consiste en la formulation du médicament. En
effet, afin que le médicament puisse étre administré il est nécessaire de déterminer une
forme d’administration convenable du médicament. Cette étape présentera des difficultés
pour le paclitaxel qui est une molécule trés peu soluble dans ’eau. Une fois la formulation
du médicament effectuée les études cliniques commencent.

2.1.3 Les études cliniques

La phase I

Les études de phase I ont souvent pour but de tester la sécurité d’emploi des thérapeu-
tiques.

Tolérance et toxicité Ce sont les études les plus précocement réalisées au cours du
développement d’un projet de recherche concernant un nouveau produit. Elles sont habi-
tuellement conduites chez le volontaire sain.

— Un des objectifs est d’établir les doses tolérables en prise unique ou répétée.

— I peut également s’agir de déterminer le rapport entre la dose efficace et la dose

maximale tolérable.

Un certain nombre de molécules nouvelles ne dépassent jamais ce cap de la phase I,
soit du fait d’une toxicité trop importante ou d’une activité insuffisante chez I’homme, soit
parce que les doses efficaces et toxiques trop proches pour autoriser une utilisation stire du
produit.

Pharmacocinétique Des études de phase I ont pour but de préciser la pharmacociné-
tique dune molécule, sa pharmacodynamique et/ou son activité biologique. Dans certain cas
ces études peuvent étre conduites chez des patiens atteints d’affections sévéres (cancers) ou
ayant une pathologie spécifique (interférence thérapeutique, association pathologique) non
retrouvées et ne pouvant étre reproduites chez le sujet sain.

La phase II

Les essais de phase IT ont pour objectif de préciser ’efficacité (et la sécurité) du produit
dans des conditions précises. Ils sont habituellement conduits sur des populations limitées,
homogénes, selectionnées et de taille réduite.

La phase IIa C’est celle des études pilotes ciblées sur l’efficacité en terme d’effet dose-
réponse du produit. Elles comparent 'intérét des prises uniques ou multiples, sur des sous-
groupes précis de population.

La phase IIb Elle est constituée d’essais contrdlés rigoureux visant a évaluer l'efficacité
(et la sécurité) du traitement. Certains traitements seront retirés a 'issue de cette phase.

La phase II1

La phase III comporte des essais conduits sur des populations plus larges, représentatives
de la population & laquelle est destinée la thérapeutique. Elle ne débute habituellement que
lorsque la certitude de Defficacité thérapeutique (et d’une certaine innocuité) du traitement
est acquise.
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La phase IIIa Elle comporte les études réalisées avant la soumission du dossier ad-
ministratif d’agrément de la thérapeutique (autorisation de mise sur le marché ou AMM
en France). La population ciblée est généralement celle qui recevra le traitement dans la
pratique courante. Des données complémentaires d’efficacité et de sécurité d’emploi sont re-
cueillies & cette occasion sur de grandes populations. La plupart des informations nécessaires
a l'utilisation ultérieure du produit sont alors collectées. Parfois des sous-groupes particuliers
sont étudiés (insuffisances rénale, hépatique, cardiaque...), ainsi que des situations spécifiques
dépendantes du malade (enfant, vieillard) ou de formes cliniques de la maladie.

La phase IIIb Elle débute aprés la soummision du dossier d’autorisation, avant son
approbation et la reconnaissance de la thérapeutique par les autorités médicales et admi-
nistratives. Les études réalisées au cours de cette phase complétent les informations issues
des précédentes, et parfois s'intéressent a des objectifs secondaires (qualité de vie, colt-
efficacité...). Il est assez rare que des thérapeutiques soient retirées a ce moment.

La phase IV

Elle débute aprés la mise sur le marché de la thérapeutique. Les études effectuées du-
rant cette phase ont principalement pour but de compléter les informations concernant la
sécurité d’emploi du traitement : avec deux objectifs : pharmacovigilance et modalités de
prescritption.

Pharmacovigilance Lorsque le produit est utilisé grandeur nature dans la population
cible réelle, I'importance quantitative et qualitative des effets indésirables peut étre réelle-
ment appréciée. Méme si les études préalables ont permis d’éviter de commercialiser cer-
tains produits mal tolérés, d’autres thérapeutiques seront retirées secondairement du fait
de la découverte d'un effet secondaire rare mais grave ou d’une interaction avec d’autres
traitements. Il s’agit d’une situation difficile puisqu’ignorée du médecin et de son malade.
L’essai de phase IV est une indéniable sécurité puisque la survenue d’éventuels incidents ou
accidents dus aux thérapeutiques entrainera une enquéte, des recoupements d’informations
et, a terme, des décisions. Comparativement, le méme phénoméne survenant en dehors de
tout essai risque d’étre incorrectement interprété, voire de passer inapergu.

Modalités de prescription Certaines études conduites dans cette phase auront pour
objectif d’explorer des dosages, des durées, des formes ou des fréquences d’administration
différents. La recherche d’interactions thérapeutiques pourra également constituer I’objectif
principal d’une étude de phase IV. En revanche il est habituel d’exclure de ce cadre les
études destinées & analyser une extension d’activité ou une indication secondaire du traite-
ment. Ces études sont plus volontiers classées en phase II. Il est essentiel de distinguer les
études précédentes, qui, bien conduites, sont totalement justifiables, de celles dont la visée
est surtout « marketing ». L’objectif de ces études est la connaissance du produit par les
prescripteurs, ce qui permet de mieux le vendre. C’est certes un objectif louable pour le
promoteur mais non médical. Malheureusement, il n’est pas toujours aisé de distinguer une
étude dont l'intérét est scientifique d’une autre dont 'intérét pécunier peut étre masqué.

2.2 Découverte et développement du Paclitaxel

2.2.1 Premiére découverte et étude du Taxol

Les premiers échantillons d’écorce de T. brevifolia (if du Pacifique) ont été récoltés par
I United States Department of Agriculture (USDA) en 1962 dans le cadre d’un programme de
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recherche du Chemotherapy National Service Center (CCNSC) du National Cancer Institute
(NCI).

On a confirmé que l'extrait de cette écorce était cytotoxique sur les cellules KB en 1964.
Un nouvelle collecte a été menée en 1965 afin de fournir du matériel végétal au Docteur
Monroe Wall de l'institut de recherche RTI International.

Le Taxol fut isolé comme le composé actif de l'extrait d’écorce en 1969 et le rapport
de son isolement et de sa découverte structurale a été publié en 1971 [73]|. Des analyses
de la cytotoxicité des différentes parties de la plante ont été menées sur les cellules KB
en 1969. Ces analyses ont montré que l'extrait d’écorce était nettement plus actif que les
extraits des autres parties de la plante bien que les extraits d’aiguilles et de racines aient
des activités conséquentes. Le bois est, quant & lui, dénué d’activité cytotoxique. Comme
beaucoup d’agents anticancéreux le Taxol montrait une activité cytotoxique in vivo modérée
sur les modéles de leucémies murines P388 et 1.1210. Mais c’est 1’observation de la forte
activité du Taxol sur le mélanome B16 en 1975 qui a réellement fait naitre I'intérét autour
du Taxol.

En 1977, le Taxol a été accepté comme candidat pour la phase de développement précli-
nique. C’est alors que le Taxol a montré son activité sur plusieurs greffes exogénes tumorales
et notamment sur la tumeur mammaire MX-1.

L’intérét porté au Taxol s’est encore intensifié en 1979 quand Horwitz a démontré le
mécanisme d’action cytotoxique du Taxol. En effet le Taxol a un effet de promoteur de
la polymérisation des tubulines et de stabilisation des microtubules contre la dépolyméri-
sation [53]|. Les agents anticancéreux de ce type sont aujourd’hui communément appelés
stabilisateurs du fuseau. Le mécanisme d’action du Taxol est détaillé en 2.6.

La formulation du médicament est terminée en 1980 et c’est alors que les tests toxico-
logiques commengent. Une fois les études précliniques achevées le Taxol a 'autorisation de
passer en essai de phase I en 1983.

2.2.2 Développement et mise sur la marché du Taxol

Dans le cas du Taxol les premiers essais cliniques ont été marqués par de sérieux pro-
blémes de toxicité. Ces problémes de toxicité étaient en particulier des réactions allergiques
dont ’anaphylaxie. Ces problémes ont faillit mettre un terme aux études cliniques du Taxol
et donc a son développement.

La toxicité du médicament n’est pas liée au Taxol & proprement parler mais a sa for-
mulation en tant que médicament. En effet le Taxol est trés faiblement soluble dans les
phases acqueuses et il nécessite une forte dose thérapeutique comparativement aux autres
anticancéreux comme les alcaloides extraits de la pervenche de Madagascar (Catharanthus
roseus). La mise au point d’une formulation pour administrer le Taxol a donc été trés difficile
car il était indispensable de solubiliser le Taxol dans une phase organique. Finalement les
recherches ont mis au point une formulation & base de Cremophor® EL (qui est toxique et
allergisant) et d’éthanol. Aujourd’hui encore les scientifiques recherchent des formulations
optimisées du Taxol®) [78].

Durant les essais de phase II, on a découvert un effet anticancéreux important du Taxol
sur le cancer des ovaires. Ainsi, l'intérét porté au Taxol s’est encore intensifié. En plus de
Paction du Taxol sur le cancer des ovaires une publication de Holmes et ses collaborateurs [40]
a montré que le Taxol avait une activité chez les patientes atteintes d’un cancer du sein avec
métastases [61, 28]. D’autres publications sont venues confirmer ces résultats.

Enfin des réponses au Taxol ont été observées chez des patiens atteints par d’autres
formes avancées de cancer dont : le cancer des poumons [18], les cancers des régions de la
téte et du cou, les mélanomes malins [26] et les lymphomes.

En juillet 1992 le laboratoire pharmaceutique Bristol-Myers Squibb (BMS) dépose une

33



2. Intérét pharmaceutique du genre Tazus
2.3. Structure des taxanes : paclitaxel et docétaxel

demande d’autorisation de mise sur le marché appellée New Drug Application (NDA) au
Etats-Unis. Cette NDA est acceptée par I’agence américaine du médicament : la Food and
Drug Administration (FDA) en novembre 1992 pour le traitement des cancers ovariens.
L’apellation Taxol a été déposée comme nom commercial par la société BMS et paclitaxel
en est devenue la dénomination commune internationale. En 1994, le paclitaxel a également
été approuvé par la FDA pour le traitement du cancer du sein et encore plus récemment
pour le cancer bronchique non a petites cellules. Le paclitaxel est commercialisé aux Etats-
Unis et au Canada depuis janvier 1993 et en France depuis 1995. Actuellement il est aussi
disponible dans beaucoup d’autres pays.

Au cours des études sur ’hémisynthése du paclitaxel réalisées par Pierre Potier et ses
collegues en 1986 a l'Institut de Chimie des Substances Naturelles (ICSN), un intermédiaire
(le docétaxel) s’est révélé plus puissant que le paclitaxel lui méme. Ce nouvel agent antican-
céreux non naturel a été développé dés 1987 en France par la société Rhone-Poulenc Rorer
(aujourd’hui connue sous le nom de Sanofi-aventis).

En 1990 les essais cliniques ont été initiés et en juillet 1994, deux ans aprés la recon-
naissance du Taxol comme médicament, Rhone-Poulenc Rorer a aussi déposé une demande
d’AMM pour cette nouvelle molécule sous le nom de Taxotére@®). Sa commercialisation a
commnencé en 1995 au Canada et en Afrique du Sud et en 1996 en Europe. Le paclitaxel et le
docétaxel sont les deux représentants de la classe pharmaceutique des tazanes. Aujourd’hui
le Taxol®) est génériqué (Paxene®)) et les taxanes continuent a jouer un role primordial
dans la lutte contre le cancer.

2.3 Structure des taxanes : paclitaxel et docétaxel

Le paclitaxel est un composé diterpénique appartenant & la sous-classe des taxanes.
Cette sous-classe de composés se caractérise par la présence d’un squelette taxéne du type
méthanobenzocyclodécéne polyoxygéné. Le paclitaxel, en particulier, a en plus un cycle
oxétane accolé en position 4 et 5 et une chaine latérale du type ester lice au C*3. Ce produit
naturel présente 11 centres chiraux.

Le docétaxel est un analogue hémisynthétique du paclitaxel désacétylé en position 10 et
dans lequel le groupe t-butyloxycarbonyl (Boc) remplace en 3’ le groupe benzoyl de la chaine
latérale. Les différences de structure entre paclitaxel et docétaxel apparaissent de couleur
rouge dans les figures 2.1 et 2.2.

Les dénominations scientifiques du paclitaxel et du docétaxel sont respectivement :

Paclitaxel : (2R,35)-3-benzoylamino-2-hydroxy-3-phénylpropanoate de [2aR-[2ac,40,4a
8,68,9a(aR*,35* 11a,12a,12a0,12ba]] S(benzoylamino-a-hydroxy-6,12b-bis- (acétyloxy-12-
(benzoyloxy-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b-dodécahydro-4,11-dihydroxy-4a,8,13,13-tétram
éthyl-5-oxo0-7,11-méthano-1H-cyclodécall,2-b|oxét-9-yle.

Docétaxel : ((2R,35)-3-[[(1,1-diméthylétoxy)carbonyl|amino]-2-hydroxy-3-phényl-propa
noate de [2aR-[2ac,43,4a3,63,9a(aR*,35%),11a,12a,12a0,12ba]| 5-[[(1.1-diméthoxyéthoxy)
carbonyl]-amino]-a-hydroxy-12b-acétoxy)- 12-(benzoyloxy)-2a,3,4,4a,5,6,9,10,11,12,12a,12b-
dodécahydro-4,6,11-trihydroxy-4a,8,13,13-tétraméthyl-5-oxo-7-11,méthano-1 H-cyclodéca|3,
4]benz[1,2-bloxét-9-yle.

2.4 Les voies d’accés au paclitaxel et au docétaxel

2.4.1 Extraction du paclitaxel a partir de Taxus brevifolia

La premiére source d’approvisionnement en paclitaxel consistait a I'extraire de 1’écorce
de l'if du Pacifique. Cependant cette méthode présentait a la fois un rendement de production
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Date Evénement

Juin 1960 Début des contrats avec le National Cancer Institute

Aout 1962 Collecte de Tazus brevifolia dans I’état de Washington (U.S.A.)

Avril 1964 Cytotoxicité de l'extrait de I'écore de T. brevifolia sur les cel-
lules KB

Juin 1964 Confirmation de la cytotoxicité sur les cellules KB

Octobre 1964
Octobre 1966
Octobre 1966
771967
1965-1967
1967

1968
1968-1969

Mai 1971

Avril 1974
Juin 1975
Aout 1978
Novembre 1978
Décembre 1978
Février 1979

Juin 1980

Octobre 1980

Juin 1982
Novembre 1982

Septembre 1983
Avril 1984
Avril 1984
Avril 1985

Envoi de 13,6 kg d’écorce de T. brevifolia & M. Wall au RTI
international

Isolement du Taxol pur pour la premiére fois

Cytotoxicité du Taxol pur sur les cellules KB

Rapport de l'isolement du Taxol & la réunion nationale de
I’ American Chemical Society (ACS)

Etude de P'activité d’autres espéces de Tazus et étude de I’ac-
tivité de T. brevifolia selon son emplacement géographique
Activité anticancéreuse in vivo du Taxol sur la leucémie L1210
et sur un carcinome de Walker 256

Activité anticancéreuse in vivo du Taxol sur les leucémies
P1534 et P388

Etude de Pactivité des différentes parties végétales de T. bre-
vifolia

Publication de la structure chimique du Taxol 73]
Observation de l'activité du Taxol sur le mélanome B16
Confirmation de 'activité du Taxol sur le mélanome B16; le
Taxol entre en phase de développement

Publication du Taxol en tant que médicament anticancéreux
Activité sur les greffes de sein exogénes MX-1

Confirmation de Iactivité sur les greffes de sein exogénes MX-1
Publication du Taxol en tant que promoteur de l’assemblage
des microtubules

La formulation & base de Cremophor est active sur le mélanome
B16 et elle est préférée a la formulation a base de polyéthyléne
glycol (PEG)

Le Taxol passe I'étape de décision 2B, les tests toxicologiques
comimencent

Les tests toxicologiques sont terminés

Autorisation donnée au Taxol pour remplir une Investigational
New Drug Application (INDA)

L’INDA est remplie

I’INDA est acceptée par la FDA

Les essais cliniques de phase I commencent

Le Taxol entre en essais cliniques de phase II

TABLE 2.1 — Chronologie de la découverte et du développement du Taxol (par M.

Wall) [39] 1/2
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Date Evénement

1984-89 Les essais de phase II sont limités du fait des difficultés d’ap-
provisionnement en Taxol

Aot 1989 Le rapport de I'activité du Taxol sur le cancer des ovaires en état

avancé est publié par le groupe de recherche de Johns Hopkins
Novembre 1989 | Sélection de BMS comme partenaire via un CRADA

Juin 1990 Conférence du NCI sur le Taxol et sur le genre Tazus
Décembre 1991 | Publication de l'activité du Taxol dans le cancer du sein avec
métastases par le groupe de recherche du docteur Anderson

1990-93 Production & grande échelle de Taxol par Hauser Inc.

Juillet 1992 Demande d’autorisation de mise sur le marché (New Drug Ap-
plication, NDA) auprés de I'agence américaine du médicament
(la FDA)

Septembre 1992 | 2¢ conférence sur le Taxol et le genre Tazus

Décembre 1992 | L’autorisation de mise sur le marché est accordée pour le trai-
tement du cancer des ovaires en 2¢ intention

Avril 1994 Elargissement de I'autorisation de mise sur le marché au cancer
du sein avec métastases

TABLE 2.2 — Chronologie de la découverte et du développement du Taxol (par M.
Wall) [39] 2/2

FIGURE 2.1 — Structure du paclitaxel

DCI spécialité laboratoire ~ formule brute masse molaire (g/mol)
paclitaxel Taxol®) BMS C47H51NO14 853.9
docétaxel Taxotére® Sanofi-aventis Cy3Hz3NO1y 807.9

TABLE 2.3 — Caractéristiques du paclitaxel et du docétaxel
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Ol

FIGURE 2.2 — Structure du docétaxel

extrémement faible car 10 kg d’écorce séche sont nécessaires pour produire 1g de paclitaxel
et un bilan écologique négatif car cela nécessitait la destruction de I’arbre.

Ainsi, approvisionnement en paclitaxel est rapidement devenu problématique dés la
phase de développement du médicament avec la raréfaction de 'if du Pacifique et 'augmen-
tation des quantités de paclitaxel requises pour les différents essais.

Les méthodes d’extraction utilisées & ’époque ne sont pas décrites mais reposent sur des
extractions liquide/solide et liquide/liquide a I’aide de solvants organiques et aqueux.

2.4.2 La voie de I’hémisynthése
Paclitaxel

L’obtention du paclitaxel en grande quantité a partir de 1’écorce de I'if du Pacifique n’est
plus envisageable. En effet pour extraire 1kg de paclitaxel, il faut abattre 2500 arbres, ce
qui crée un grave probléme écologique.

Une solution alternative & ce probléme est la voie de I'’hémysynthése découverte en 1986.
Pierre Potier et son équipe (Institut de Chimie des substances Naturelles, ICSN, CNRS;
Gif-sur-Yvette) ont découvert un produit naturel non cytotoxique : la 10-déacétylbaccatine
IIT (voir figure 2.3) qui posséde déja la partie diterpénique complexe des taxanes et qui peut
donc étre utilisée comme précurseur [35]. Ce composé présente avantage d’étre extrait d’une
source renouvelable : les aiguilles de l'if commun (7. baccata). Un kilogramme d’aiguilles
fraiches contient en moyenne un gramme de ce précurseur. Aujourd’hui I'extraction de la
10-déacétylbaccatine IIT est réalisée a ’aide de fluides supercritiques comme en témoignent
les nombreux brevets et articles sur le sujet[48, 45, 39].

L’hémisynthése du paclitaxel et du docétaxel est fondée dans un premier temps sur
une étape de protection des fonctions alcool libres en C7 et C'9 de la 10-déacétylbaccatine
III. En effet la structure de la 10-déacétylbaccatine III présente quatre hydroxyles libres
(CY,C7,C%¢tC3). Les hydroxyles en position C* et C'® sont beaucoup moins réactifs que
ceux en C7 et C'0 et ceci en raison de leur encombrement stérigue. Ainsi une protection
sélective de C7 et C'0 est réalisable. Une réaction d’acylation de I’hydroxyle en C'3 a ’aide
de précurseurs des chaines latérales, suivie d’une étape de déprotection d’un ou des deux
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FIGURE 2.3 — 10-déacétylbaccatine 111

hydroxyles (C” : paclitaxel ; C7 et C!¥ : docétaxel) conduit enfin au composé désiré.

11 a été montré que le réactif chlorure de triéthylsilyle (TESCI) était capable de protéger
temporairement et sélectivement I’hydroxyle en C” sans toucher la position C'°. En fait, la
présence du groupement triéthylsilylozy en C” géne I'approche du réactif vers la position
10. Cela a donc permis d’introduire des groupes protecteurs distincts en C7 et C!0. Pour le
paclitaxel, la premiére étape consiste & protéger, a ’aide de TESCI, ’hydroxyle C” et dans
un second temps & acyler I'hydroxyle en C'° avec de I’anhydride acétique.

Aprés avoir protégé les deux hydroxyles les plus réactifs, la position C'3 devrait étre
fonctionnalisée. Pour palier le fort encombrement autour de I’hydroxyle en C!2, il a été
nécessaire de faire réagir I’acoolate correspondant avec le 8-lactame, précurseur cyclique de
la chaine latérale. Finalement une étape de désilylation en C7 et sur la chaine latérale en
milieu acide conduit au paclitaxel.

Ce mécanisme réactionnel de ’hémisynthése du paclitaxel est illustré dans la figure 2.4.

Docétaxel

Pour le docétaxel, la protection des hydroxyles en C7 et C'¥ a été effectuée avec un
méme groupe protecteur Troc (CCl3CH20CO), étant donné que les deux hydroxyles sont
déprotégés simultanément & ’étape finale. Un couplage entre 1’alcool obtenu et le précurseur
de la chaine latérale, dans lequel les fonctions amine et alcool sont masquées, suivi d’un
traitement par l'acide méthanoique pour libérer la fonction aminoalcool, donne 'ester E
de la figure 2.6. L’introduction du groupe Boc (t-BuOCO) sur 'atome d’azote et enfin la
déprotection des hydroxyles en C7 et C'° conduisent & la formation du docétaxel.

La réaction d’estérification directe de la 10-déacétylbaccatine III avec la phényl isosérine
N-protégée a également pu étre mise au point (DCC, DMAP, toluéne) et ceci malgré la faible
réactivité de I’hydroxyle en C'3. Ainsi, de nombreuses approches synthétiques & la chaine
latérale ont été décrites dans la littérature. D’autre part, des travaux se poursuivent pour
ameéliorer les rendements en 10-déacétylbaccatine III a partir de diverses espéces de Tazus
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spontanées ou cultivées, ou par des procédés biotechnologiques (par exemple par biosynthése
par un champignon symbiotique des Tazus).

2.4.3 La synthése totale

La synthése totale du paclitaxel fut 'une des courses les plus disputées dans les années
1990 avec environ 30 équipes de recherche en compétition en 1992.

La synthése totale du paclitaxel a été achevée pour la premiére fois en 1994. Cette dé-
couverte fut réalisée au méme moment et indépendamment par deux équipes de recherche :
l’équipe d’Holton (premier article accepté pour la publication) et ’équipe de Nicolaou (pre-
mier article publié). On note que Nicolaou a publié sa découverte dans la revue mondialement
connue Nature. Cela traduit la portée de la découverte qui a franchi les frontiéres du monde
de la chimie pour résonner dans le monde scientifique général. Holton, quant a lui a publié
son article dans une revue de référence en matiére de chimie : le Journal of the American
Chemical Society.

Aujourd’hui 6 groupes de recherche ont actuellement publié la synthése totale du pacli-
taxel. Ces 6 groupes et leurs stratégies de synthése sont les suivants :

1. syntheése totale du paclitaxel par Holton [42, 41] - année : 1994 - précurseur : Patchoulol
- stratégie : synthése linéaire.

2. synthése totale du paclitaxel par Nicolaou [56] - année : 1994 - précurseur : Mucic
acid - stratégie : synthése convergente.

3. synthése totale du paclitaxel par Danishefsky [25] - année : 1996 - précurseur : Wieland-
Miescher ketone - stratégie : synthése convergente.

4. synthése totale du paclitaxel par Wender [75] - année : : 1997 - précurseur : Pinene -
stratégie : synthése linéaire.

5. synthése totale du paclitaxel par Kuwajima [54] - année : 1998 - précurseur : synthetic
building blocks - stratégie : synthése linéaire.

6. synthése totale du paclitaxel par Mukaiyama [63] - année : 1998 [7] - précurseur :
L-serine - stratégie : synthése linéaire.

Malgré la prouesse scientifique que représente une telle découverte la synthése totale ne
peut étre exploitée a ’échelle industrielle pour produire du paclitaxel. Le passage d’une syn-
thése organique ou d’un procédé chimique de ’échelle du laboratoire & I’échelle industrielle,
appelé industrialisation, est une étape de croissance d’'un projet qui peut en déterminer la
poursuite ou ’arrét. Chacun peut comprendre que le passage de la verrerie de laboratoire
a des cuves en acier inoxydable de grandes dimensions n’est pas direct. A Nancy, en Lor-
raine, I’ Ecole Nationale Supérieure des Industries Chimiques (ENSIC) forme des ingénieurs
spécialisés dans ce domaine.

Dans le cas du paclitaxel la synthése est déja tres difficile & réaliser au niveau du la-
boratoire avec 40 étapes en moyenne et un rendement trés faible. A I’échelle industrielle
I’équipement et les quantités de solvants et de réactifs nécessaires posent des problémes
d’écologie et de cofit.

2.4.4 Les biotechnologies

De nombreuses études et brevets portent sur 'obtention du paclitaxel via la culture cel-
lulaire. Homare Tabata du Life Science Laboratory, Mitsui Chemicals au Japon est I'un des
pionniers de la culture cellulaire du paclitaxel. Il atteint en 2004 une production de paclitaxel
de 295 mg/1 avec un procédé de culture cellulaire a grande échelle de Tazus x media [66].
En 2004 la companie Bristol-Myers Squibb remporte le Green Synthetic Pathways Award
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décerné par I’ United States Environmental Protection Agency (EPA). En effet BMS a déve-
loppé un procédé durable en utilisant les derniéres technologies de culture cellulaire végétale
(Plant Cell Fermentation, PCF) pour produire du paclitaxel. Durant 1’étape de culture
cellulaire du procédé, des cals d’une lignée cellulaire spécifique de Tazus se développent
dans un milieu aqueux dans de grandes cuves de cultures sous des conditions contrélées de
pression et de température. Les éléments nutritifs nécessaires & la croissance des cellules
sont des composés renouvelables : sucres, acides aminés, vitamines... BMS extrait le pacli-
taxel directement & partir de culture cellulaire, le purifie par chromatographie et 1’isole par
cristallisation. Comparé a ’hémisynthése du paclitaxel a partir du 10-déacétylbaccatine I1I
aucune transformation chimique n’intervient dans la culture cellulaire donc aucun solvant
n’est utilisé. BMS ne produit aujourd’hui le paclitaxel que par culture cellulaire.

2.5 Pharmacocinétique et métabolisme

Les paramétres pharmacocinétiques du paclitaxel ont été déterminés a des doses de
135-175 mg/m? (m? de surface corporelle) pour des périodes de perfusion de 3 heures et
de 24 heures. La concentration plasmatique de paclitaxel diminue en suivant une courbe
biphasique ; la demi-vie terminale moyenne du produit a été estimée a des valeurs entre 3
et 52.7 heures. La clairance corporelle totale a varié entre 11.6 et 24 1/h/m? et le volume
moyen de distribution & 1’état d’équilibre se situe dans un intervalle variant de 198 a 688
1/m?2. Le paclitaxel se lie & 95-98% aux protéines plasmatiques et présente une bonne diffusion
tissulaire.

A des doses de 20 & 115 mg/m?, la cinétique du docétaxel est indépendante de la dose et
consiste en un modéle & trois compartiments avec des temps de demi-vie pour les phases «,
0 et v respectivement de 4 minutes, 36 minutes et 11.1 heures. Les valeurs moyennes de la
clairance totale et du volume de distribution a 1’équilibre sont respectivement de 21 1/h/m?
et de 113 1/h/m?. La pharmacocinétique du docétaxel ne varie pas en fonction de 'age et
du sexe de 'individu. Le docétaxel se lie a plus de 95% aux protéines plasmatiques.

Les principaux métabolites du paclitaxel et du docétaxel résultent de processus d’hy-
droxylation hépatique par les cytochromes P450 (CYP 3A et 2C), qui conduisent & des
métabolites dénués de cytotoxicité.

Pour le paclitaxel, le composé 6-a-hydroxypaclitaxel est le métabolite majoritaire présent
dans la bile. Le composé issu de I’hydroxylation en para du groupement benzoylamino en o
est le métabolite minoritaire. L’élimination du paclitaxel est essentiellement biliaire et fécale.
60% du paclitaxel sont éliminés par la voie biliaire. Seulement moins de 5% du paclitaxel
sont éliminés par la voie urinaire.

Le métabolisme hépatique représente 45% du métabolisme du docétaxel chez 'Homme.
Et, le processus d’hydroxylation est probablement responsable de la plus grande part du mé-
tabolisme hépatique. L’hydroxylation sur le groupe t-butyle est majoritaire (voir figure 2.8).
Les métabolites 12 et 13 issus d’oxydations supplémentaires ont aussi été isolés des féces
humaines. Le docétaxel et ses métabolites sont éliminés a 80% par voie biliaire et fécale et
a 6% par voie urinaire.

2.6 Meécanisme d’action pharmacologique

2.6.1 Le cycle cellulaire [3]

Le cycle cellulaire eucaryote est divisé en quatre stades, ou phases, représentées dans la
figure 2.9. Au microscope, les deux événements les plus spectaculaires se produisent quand
le noyau se divise, processus appelé mitose, et quand la cellule se divise en deux, processus
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FIGURE 2.8 — Métabolisme du docétaxel [11]

docétaxel
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appelé cytodiérese (ou cytocinese). Ces deux processus constituent ensemble la phase M du
cycle cellulaire. Dans une cellule typique de mammifére, la phase M en entier prend une
heure, ce qui n’est qu'une petite fraction de la durée totale du cycle cellulaire. La période
entre une phase M et celle qui suit est appelée interphase. Au microscope elle apparait
comme un interlude sans événement, durant lequel la cellule ne fait que grandir en taille.
Cependant, I'interphase est pour la cellule une période trés active, et elle est divisée en trois
autres phases du cycle cellulaire. Pendant la phase S (S=synthése), la cellule réplique son
ADN nucléaire, ce qui constitue un pré-requis essentiel pour la division cellulaire. La phase
G1 (G pour gap en anglais) est I'intervalle entre la fin de la phase M et le début de la phase
S (synthese de ’ADN). La phase Gy est l'intervalle entre la phase S et le début de la phase
M.

2.6.2 La mitose
Prophase

A la prophase les chromosomes répliqués, constitués chacun de deux chromatides soeurs
étroitement associées, se condensent. Le fuseau mitotique s’assemble en dehors du noyau,
entre les deux centrosomes qui se sont répliqués et séparés (voir figure 2.11).

Prométaphase

La prométaphase débute brusquement par la rupture de I’enveloppe nucléaire. Les chro-
mosomes peuvent alors s’attacher aux microtubules du fuseau par leurs kinétochores, et
subir un mouvement actif (voir figure 2.11).

Métaphase

A la métaphase, les chromosomes sont alignés a I’équateur du fuseau, & mi-chemin entre
les poles du fuseau. Les microtubules appariés du kinétochore de chaque chromosome s’at-
tachent aux poles opposés du fuseau (voir figure 2.11).

Anaphase

A Tanaphase, les chromatides appariées se séparent de facon synchrone pour former
deux chromosomes fils, tirés chacun lentement vers le pole du fuseau qu’ils regardent. Les
microtubules du kinétochore raccourcissent et les poles du fuseau s’écartent aussi contribuant
ensemble a la séparation des chromosomes (voir figure 2.12).

Télophase

Pendant la télophase, chacun des deux jeux de chromosomes fils arrive & un poéle du
fuseau. Une enveloppe nucléaire nouvelle se réassemble autour de chaque jeu, terminant la
formation des noyaux et marquant la fin de la mitose. La division du cytoplasme commence
avec 'agssemblage d’un anneau contractile d’actine (voir figure 2.12).

Cytodiérése

Durant la cytodiérése d’une cellule animale, le cytoplasme est divisé en deux par un
anneau contractile d’actine et de myosine, qui pince la cellule pour créer deux cellules filles,
avec chacune un noyau (voir figure 2.12).
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(®

FIGURE 2.9 — Les quatres phases successives d'un cycle cellulaire standard d’une
cellule eucaryote |[3]

47



2. Intérét pharmaceutique du genre Tazus
2.6. Mécanisme d’action pharmacologique

microtubules

centrosomes dupliqués

enveloppe
nucléaire

décondensés
dans le noyau

membrane plasmique

FIGURE 2.10 — Cellule a I'interphase |[3]

2.6.3 Les microtubules

Les microtubules ont, dans toutes les cellules eucaryotes, un role d’organisation essen-
tiel. Ce sont des tubes protéiques longs et relativement rigides, qui peuvent rapidement se
désassembler & un endroit et se réassembler dans un autre. Dans une cellule animale ty-
pique, les microtubules se développent & partir d’une petite structure proche du centre de
la cellule, appelée centrosome. En s’étendant vers la périphérie de la cellule, ils créent un
systéme de voies intracellulaires, le long desquelles les vésicules, les organites et d’autres
constituants cellulaires peuvent se déplacer. Ceux-ci, ainsi que d’autres systémes de micro-
tubules cytoplasmiques, représentent la partie du cytosquelette principalement responsable
de la détermination de la position des organites intracellulaire liés a la membrane cellulaire,
et du guidage du transport intracellulaire.

Quand une cellule entre en mitose, les microtubules cytoplasmiques se désassemblent,
puis se réassemblent dans une structure compliquée appelée fuseau mitotique. Le fuseau
mitotique fournit la machinerie séparant les chromosomes de facon égale entre les deux
cellules filles, juste avant que la cellule ne se divise. Des microtubules peuvent aussi former des
structures permanentes appelées cils et flagelles que les cellules utilisent soit comme moyen
de propulsion, soit pour balayer le liquide & leur surface. Les cils et flagelles n’interviennent
pas dans le mécanisme d’action des taxanes et ne seront donc pas abordés ici.

Les microtubules sont des tubes creux ayant des extrémités de structure
distincte

Les microtubules sont construits & partir de sous-unités. Ces sous-unités sont des mo-
lécules de tubuline. La tubuline est constituée de deux protéines trés semblables appelées
a-tubuline et B-tubuline, étroitement unies par une liaison non covalente. Les sous-unités
s’assemblent & nouveau de fagcon non covalente, pour former la paroi du microtubule creux
cylindrique. L’assemblage de la tubuline en chaine linéaire forme des protofilaments. Tout
au long du protofilament il y a alternance d’a-tubuline et de S-tubuline. Un microtubule est
constitué par 'assemblage de 13 protofilaments paralléles. Chaque protofilament a une struc-

48



2. Intérét pharmaceutique du genre Tazus
2.6. Mécanisme d’action pharmacologique

centrosome
enveloppe
nucléaire
intacte fuseau
mitotique
en formation
Prophase
chromosome se condensant,
kinétochore avec deux chromatides soeurs
unies sur toute la longueur
pole du fuseau fragments de I’enveloppe
nucléaire
Prométaphase
microtubule du
kinétochore chromosome en
mouvement
pole du fuseau
Métaphase

microtubule du
kinétochore

FIGURE 2.11 — Prophase, prométaphase et métaphase [3]
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FIGURE 2.12 — Anaphase, télophase et cytodiérése [3]
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ture polarisée, avec une a-tubuline a une extrémité et une (-tubuline & 'autre extrémité,
et cette polarité est la méme pour chaque protofilament d’un microtubule. Le microtubule
a donc une polarité fonctionnelle avec 13 a-tubulines & une extrémité et 13 S-tubulines a
lautre extrémité. L’extrémité de la S-tubuline du microtubule est appelée extrémité plus et
Iextrémité de I’ a-tubuline du microtubule est appelée extrémité moins.

La croissance d’un microtubule se fait & partir d’'un anneau initial de 13 molécules de
tubuline ; les molécules de tubuline sont ajoutées individuellement, construisant graduelle-
ment la structure du tube creux. In witro, dans une solution concentrée de tubuline pure,
les diméres vont s’ajouter a chaque extrémité du microtubule en croissance. On note qu’ils
s’ajoutent plus rapidement a Pextrémité plus qu’a lextrémité moins (et ¢’est pourquoi ces
extrémités ont été ainsi dénommées initialement). La polarité du microtubule est cruciale
tant pour I'assemblage des microtubules que pour leur role une fois formés. S’ils n’avaient
pas de polarité, ils ne pourraient pas assumer, par exemple, leur fonction de définition d’une
direction du transport intracellulaire.

Les microtubules sont maintenus par un équilibre entre assemblage et
désassemblage

Une cellule vivante contient un mélange de microtubules et de sous-unités libres de tu-
buline. Par exemple, dans un fibroblaste typique, & chaque instant la moitié de la tubuline
cellulaire est sous forme de microtubules, alors que 'autre moitié est libre dans le cyto-
sol, cette seconde moitié formant un pool de sous-unités disponibles pour la croissance des
microtubules. La relative instabilité des microtubules leur permet de subir un remodelage
rapide continuel, ce qui est essentiel a la fonction des microtubules, comme cela est démontré
par leffet de certaines substances (comme le paclitaxel et la colchicine) qui empéchent la
polymérisation ou la dépolymérisation de la tubuline.

2.6.4 Meécanisme d’action pharmacologique des taxanes

Dans les paragraphes précédents nous avons évoqué le role indispensable du fuseau
mitotique, qui est composé de microtubules, lors de la mitose cellulaire. Il est donc évident
que l'inactivation ou la destruction du fuseau mitotique va bloquer la division cellulaire et
va, & terme, entrainer la mort de la cellule.

Les cellules cancéreuses, qui se divisent plus rapidement que la plupart des autres cellules
du corps, peuvent par conséquent étre tuées préférentiellement par des substances stabilisant
ou destabilisant les microtubules. La découverte de telles substances a donné lieu a la création
de médicaments appartenant a la classe pharmacologique des agents du fuseau. Bien-stir, les
taxanes, représentés par le paclitaxel et le docétaxel sont des agents du fuseau. Il est &
noter que les agents du fuseau se divisent en deux sous-classes selon qu’ils stabilisent ou
déstabilisent les microtubules :

— Les poisons du fuseau représentés par les alcaloides de la pervenche de Madagascar

(Catharantus roseus) sont des substances qui déstabilisent les microtubules.

— Les stabilisateurs du fuseau représentés par les taxanes qui ont un effet stabilisant des

microtubules.

Les taxanes sont des promoteurs de I'assemblage des molécules de tubuline en micro-
tubules et ceci méme en ’absence de facteurs normalement nécessaires & la polymérisation
tels que le GTP (Guanosine triphosphate) et les MAPS (Microtubule-Associated Proteins).

Parallélement, le paclitaxel et le docétaxel inhibent la dépolymérisation des microtubules
constitués ce qui leur vaut 'appelation de stabilisant du fuseau et ce qui conduit & une
diminution marquée de la tubuline libre. Les microtubules ainsi formés sont rigides et non
fonctionnels et ne peuvent plus se désassembler in vitro dans les conditions usuelles telles

o1



2. Intérét pharmaceutique du genre Tazus
2.6. Mécanisme d’action pharmacologique

sous unité

8

molécule de tubuline

sous-unité o

lumiére

extrémité plus

= extrémité moins

microtubule

FIGURE 2.13 — Stucture de la tubuline et des microtubules
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que action des ions Ca?t ou du froid. Etant donné que les microtubules sont non fonc-
tionnels, la cellule reste bloquée en phase Go-M de mitose empéchant toute multiplication
cellulaire et, par la-méme, toute prolifération tumorale. En résumé il y a inhibition de la
dépolymérisation des microtubules fusoriaux (blocage en fin de mitose) par liaison stable a
la tubuline. Le site de fixation des taxanes aux microtubules est situé sur I'une des faces de
la B-tubuline [51].

De récentes études montrent que les effets pharmacologiques bénéfiques, ainsi que les
effets secondaires indésirables rencontrés durant I’administration du paclitaxel, ne peuvent
pas étre expliqués uniquement par le mécanisme de stabilisation des microtubules décrits
ci-dessus. A I’heure actuelle, plusieurs travaux suggérent que les taxanes sont impliqués dans
des processus de régulation de ’expression de génes. Par exemple, il a été mis en évidence
que le paclitaxel induit le géne cox-2 lequel catalyse la formation de prostaglandines. Cette
induction pourrait étre en partie responsable de la réaction d’hypersensibilté du paclitaxel.
D’autres études ont montré que contrairement au paclitaxel, les épothilones, macrolides natu-
rels montrant une cytotoxicité similaire & celle du paclitaxel (stabilisation de microtubules),
n’activent pas les macrophages pour une production de cytokines pro-inflammatoires et de
monoxyde d’azote. Les taxanes semblent également induire I’expression du géne de trans-
cription kroz-24 dont Iexpression est déficitaire dans plusieurs cellules tumorales. Cette
augmentation de ’expression du géne kroz-24 pourrait prévenir des transformations onco-
géniques.

De plus, le paclitaxel est aussi capable de neutraliser, en induisant sa phosphorylation,
la protéine humaine Bcl-2 qui a pour fonction d’empécher les cellules de subir un processus
d’apoptose [12]. Ainsi, cette découverte indique que le paclitaxel, en plus de ses activités
antimitotiques, contribue & la mort cellulaire par apoptose.

Des phénomeénes de résistance au paclitaxel et au docétaxel ont été mis en évidence.
Comme avec d’autres antitumoraux, ils sont liés entre autre a une surexpression des génes
mdr codant pour la glycoprotéine P, entrainant une élimination accrue (efflux) du produit
actif et une diminution marquée de sa concentration intracellulaire. La MRP1 (Multidrug
Resistance Associated Proteins) en revanche transporte peu le paclitaxel. Récemment, il a
été démontré que la LRP (Lung Resistance Protein) est aussi impliquée dans la résistance
au paclitaxel. Des altérations par mutation des sites de liaison des taxoides a la tubuline
sont également possibles.

2.7 Relation structure-activité du paclitaxel

Il a été montré que l’ensemble de la structure du paclitaxel était indispensable pour
permettre son activité, la partie taxane et la chaine latérale étant par elles-mémes inactives,
tout du moins in vivo. Sur la partie taxane des modifications au niveau de C7, C? et C'°
n’apportent pas de changements significatifs de I’activité. En revanche, I’hydroxyle en C?, le
cycle oxétane ainsi que le groupe benzoyle en C? sont fondamentaux, toutes modifications
a leur endroit sont défavorables (exemple : remplacement de O de loxétane par S, NH ou
CH,). Le groupe acétate en C* semble aussi avoir un effet important, étant donné que le
dérivé désacétylé montre une cytotoxicité réduite.

La chaine latérale phénylisosérine en 13 doit avoir la configuration absolue (2'R,3’S)
et une conformation privilégiée qui permet une intéraction convenable avec la tubuline,
indispensable pour l'activité. La fonction alcool située en C2’ et des groupements lipophiles
en O3 sont essentiels mais la nature des groupes N-acyle hydrophobes en % waffecte pas
Pactivité. Toutefois une étude récente [37] remet en question l'importance réelle de cette
chaine qui jouerait surtout le réle d’un point d’ancrage complémentaire sur la tubuline.

Les relations structure-activité du paclitaxel sont résumées dans la figure 2.14.
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Chapitre 3

Culture in vitro de Taxus baccata
et Taxus x media var. Hicks

3.1 Introduction

L’étude présentée ici concerne la micropropagation de pousses de T. x media var. Hicksii.
Cette variété présente un intérét particulier car on lui attribue de fortes teneurs en taxanes
dans ses tissus. Nous réalisons la culture in vitro de T. x media var. Hicksit en milieu stérile
afin de multiplier les plants et de stimuler la croissance des racines. La croissance de T. x
media var. Hicksii en milieu stérile se révéle étre lente et difficile. De plus, le matériel végétal
dont nous disposons n’est disponible qu’en faibles quantités. En paralléle de I’étude menée
sur T. x media var. Hicksii nous réalisons des expérimentations de culture in vitro sur T.
baccata. Ces expérimentations nous permettent d’obtenir des informations complémentaires
sur la stérilisation du matériel végétal ainsi que sur la croissance du genre Tarus en milieu
stérile. Ces études ont été réalisées par I'auteur sous la direction du Professeur Max HENRY
au Laboratoire de Botanique et Mycologie de la Faculté de Pharmacie de Nancy d’avril a
juin 2007.

3.2 Matériels et méthodes

3.2.1 Matériel végétal

Taxus x media var. Hicksti

Le matériel végétal consiste en 24 plants (La figure 3.1 illustre un de ces plants). Ces
plants sont cultivés en conditions stériles sur un milieu de culture WPM 1/2 dans des tubes
en verre de 2,5 cm de diamétre et 16 cm de hauteur. Ils sont isolés du milieu extérieur par
un bouchon de coton dense ainsi que par un surbouchon de plastique. Parmis ces 24 plants,
12 sont des plantules avec un socle de cal (voir figure 3.1) et 12 sont des cals seuls ou des
bourgeons seuls sur socle de cal. Ces 24 plants ont été obtenus par le Professeur Max Henry
a partir d’explants non stériles (branches) prélevés sur un plant de T. x media var. Hicksii
fourni par une entreprise tiers.

Taxus baccata

Tazus baccata est une espéce trés répandue dans nos régions dans les parcs et jardins.
Le matériel végétal utilisé dans cette étude a été récolté sur un arbre adulte dans la nature.
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.2. Matériels et méthodes

FIGURE 3.1 — Plantule de Tazus x media var. Hicksii sur socle de cal
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.2. Matériels et méthodes

3.2.2 Milieu de culture

Nous avons utilisé le méme milieu de culture pour 7. x media var. Hicksii et T. baccata.
Le milieu utilisé est le Woody Plant Medium (=WPM) dans lequel les concentrations des
sels majeurs sont réduites de moitié (=WPM major salt half strength). De plus, on ajoute
a ce milieu de base 5 % (m/v) de charbon actif. Le charbon actif a pour but de piéger les
composés phénoliques toxiques pour le végétal responsables du brunissement des tissus [79).
En effet le brunissement des tissus provient de 'oxydation par les polyphénoloxydases des
composés polyphénoliques excrétés par les explants. Ces composés, ainsi que les produits de
leur oxydation, sont connus pour inhiber les activités enzymatiques, ce qui a pour effet d’en-
trainer la mort des tissus. Ce phénomeéne est particuliérement marqué chez les ligneux. Enfin
des hormones de croissance peuvent étres ajoutées au milieu afin d’optimiser la croissance
du végétal

Des études montrent que le milieu de culture WPM major salt half strength € charbon
actif est le mieux adapté a la culture de T. x media var. Hicksii [50]. Dans la suite de ce
travail, nous ferons référence a ce milieu sous le terme WPM 1/2.

Préparation du milieu WPM 1/2

Le milieu décrit ci-dessus a été réalisé plusieurs fois & partir de solutions méres. Ces
solutions méres sont au nombre de 8. Il s’agit des solutions A, B, C, D, E, F, G et H
présentées dans le tableau 3.1 (le tableau 3.2 fournit des informations quant a la préparation
des solutions). Ces solutions meéres ont été préparées avec de 'eau ultra-pure et ont été
conservées a faible température afin de retarder la prolifération bactérienne.

La préparation de milieu WPM 1/2 se fait par volume de 1 litre, ce qui permet de
préparer un portoir de 48 tubes de culture. Les volumes des solutions méres & utiliser pour
réaliser 1 litre de milieu figurent dans le tableau 3.3. La figure 3.2 détaille cette procédure
de préparation. Une fois la préparation terminée, les tubes de milieu peuvent étre conservés
dans un lieu approprié dans 'attente de leur utilisation.

Procédure de préparation du milieu WPM 1/2 Pour la préparation du milieu
WPM 1/2 on utilise deux erlenmeyers : le premier erlenmeyer contient le mélange nutri-
tionnel additionné d’éventuelles hormones de croissance tandis que le deuxiéme erlenmeyer
contient la solution gélifiante & base d’agar-agar. La composition des deux erlenmeyers est
détaillée dans le tableau 3.3. Dans ce tableau nous pouvons remarquer que les volumes des
solutions A, B, C, D, E et F sont réduits de moitié par rapport aux volumes du tableau 3.1
qui décrit la composition d’un milieu WPM. En effet, nous préparons un milieu WPM ot
les concentrations des sels majeurs sont réduites de moitié.

L’agar-agar est dissout dans 500 ml d’eau distillée dans l’erlenmeyer par apport de
chaleur et sous agitation. Toujours avec apport de chaleur et sous agitation on verse le
contenu de 'erlenmeyer 1 dans I’erlenmeyer 2 et on ajoute le charbon actif.

Une fois le mélange effectué et bien homogénéisé on peut couler 48 tubes de culture.

Les hormones de croissance L’orientation de 1’organogénése in vitro des végétaux
dépend essentiellement de ’équilibre entre deux types d’hormones de croissance : les auzines
et les cytokinines. Les concentrations de ces hormones dans le végétal, et donc dans le milieu
de culture auront des conséquences sur la croissance des végétaux. Ici, nous utilisons deux
auxines :

— Vacide 2,4-dichlorophénozyacétique (2,4-D).

— lacide indole-acétique (AIA).
Et nous utilisons une cytokinine, la kinétine (KIN).
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Volume de
. solution meére Volume total Concentration
) Concentrations o RN
Produits . a prélever pour chacune Quantité a finale dans le
.. des solutions . . .
chimiques meres (me/ml) pour faire 11 des solutions peser (g) milieu WPM
de milieu meéres (ml) (mg/ml)
WPM (ml)
NH4NO3 20 8 400
Ca(NOs3)9,4H20 27.8 20 400 11.12 556
B K250, 49.5 20 400 19.8 990
C CaCly,2H20 19.2 5 100 1.92 96
KH>PO,4 34 3.4 170
D H3BOs3 1.24 5 100 0.124 6.2
NasMoOy4,2H>0 0.05 0.005 0.25
MgSQOy4,7H20O 74 7.4 370
B MnSOy4,H20 4.46 5 100 0.446 22.3
ZnS04,7TH2O 1.72 0.172 8.6
CuS0y4,5H20 0.05 0.005 0.25
F FeSOy4,7H20 5.57 5 100 0.557 27.8
Nas,EDTA 7.45 0.745 37.3
Thiamine HCI 0.2 100 0.02 1
a Acide Nicotinique 0.1 5 0.01 0.5
Pyridoxine HC1 0.1 0.01 0.5
Glycine 0.4 0.04 2
H Myo-inositol 20 5 100 2 100
I Saccharose 0 20 g/1
J Agar 0 7g/l

TABLE 3.1 — Composition du Woody Plant Medium (=milieu WPM)

SOpOTIOUT 30 S[OLIOIEIN 7€

USYILE] “TeA DIPIUL X SNIN] 19 DIDIIDQ SNV, OP 0480 UL dINJ[NY) °§



3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.2. Matériels et méthodes

Pour 100 ml, peser 0.05 g. Ajouter

2,4-D = acide NaOH ou KOH a 0.5 N jusqu’a ce que
2,4-dichlorophénoxyacétique | le produit soit dissous. Ajuster ensuite
avec Ho0.
Adénine Chauffer pour dissoudre et ajuster.

Pour 100 ml, peser 0.05 g. Ajouter
HCl & 0.5 N jusqu’a ce que le produit
soit dissous. Ajuster ensuite avec Hs0.
Vitamines Chauffer pour dissoudre. Vitamine

M2 : 1 goutte + NaOH 0.5 N

Peser le fer et TEDTA séparement.

Mélanger, chauffer jusqu’a ébullition.

Kinétine =
6-(Furfurylamino)-purine

Fe EDTA .
Ne pas conserver la solution au
réfrigérateur sinon elle cristallise.
Macroéléments Chauffer pour dissoudre
Microéléments Dissoudre avec HC1
ATA Ajouter quelques gouttes de NaOH

pour dissoudre.

TABLE 3.2 — Préparation des solutions

erlenmeyer 1
solution A 10 ml
solution B 10 ml
solution C 2.5 ml
solution D 2.5 ml erlenmeyer 2
solution E 2.5 ml agar 6g
solution F 2.5 ml eau distillée | gsp 500 ml
solution G 5 ml
solution H 5 ml
saccharose I 20g
eau distillée | gsp 500 ml

TABLE 3.3 — Composition des erlenmeyers 1 et 2 pour la préparation d’un litre de
milieu WPM 1/2
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.2. Matériels et méthodes

erlenmeyer 2

ajout du contenu chauffage sous
de Terlenmeyer 1 agitation

a l'erlenmeyer 2 erlenmeyer 2 4 contenu de 'er-

erlenmeyer 1 lenmeyer 1 + charbon actif

chauffage sous

agitation
Avitati Préparation de 48 tubes de culture.
tgl 3; ton autoclavage Chaque tube est rempli avec 20 ml
((13. re r01‘t de milieu. Le tube est fermé par
dlssetmlfn un bouchon de coton surmonté
es tubes

d’un capuchon en plastique

FIGURE 3.2 — Mode opératoire de la préparation du milieu WPM

Les effets classiques de ’équilibre auxines/cytokinines sur 'organogénése in vitro des
végétaux sont illustrés dans la figure 3.3. Le tableau 3.2 fournit des informations quant &a
I’ajout des hormones de croissance au milieu de culture.

3.2.3 Culture in vitro de T. baccata

Afin d’étudier les effets de I’équilibre auxines/cytokinines sur la croissance in vitro des
bourgeons de T. baccata, il a été réalisé 5 fois un litre de milieu de culture. Dans chaque litre
de milieu les concentrations en hormones de croissance sont différentes (voir tableau 3.4).
Ainsi, nous étudions la croissance des bourgeons de T. baccata sur 5 portoirs de 48 tubes de
culture, chaque tube accueillant un bourgeon.

Stérilisation des récoltes de T. baccata

Nous avons réalisé ’étude comparative de deux procédures de stérilisation : I'une utilise
I’hypochlorite de sodium (NaClO) et lautre utilise 'eau oxygénée (HoOsz). Ces deux pro-
cédures sont illustrées par la figure 3.4. La stérilisation se fait sur les branches entiéres. Ce
n’est qu’a l'issue de la procédure que ’on sectionne les bourgeons a mettre en culture. En
effet, si I’'on sectionne les bourgeons avant la stérilisation, les produits stérilisants pourront
facilement diffuser & I'intérieur des bourgeons a partir des points de section.

3.2.4 Culture n vitro de T. x media var. Hicksii

Le travail de culture in vitro sur T. x media var. Hicksii consiste & multiplier les plants
existants par repiquage.

Le repiquage a deux objectifs :

— procéder a un changement du milieu de culture.

— procéder a la multiplication des plants. En effet, dés qu’on en a la possibilité on divise

un méme plant en plusieurs nouveaux plants.

Exemple : Si un plant se compose d’un socle de cal surmonté d’une plantule et d’un bourgeon
on pourra diviser ce plant en trois nouveaux plants : le cal, le bourgeon et la plantule.
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.2. Matériels et méthodes

cytokinines auxines

(KIN) (AIA, 2,4-D)

rhizogénése sur boutures

embryogénése
rhizogénése sur cals

callogénese (dicotylédones)

bourgeonnement adventif

bourgeonnement axillaire

FIGURE 3.3 — Effets classiques de I’équilibre auxines/cytokinines sur 1’organogénése
in vitro des végétaux [79]

Procédure de repiquage

Le repiquage est pratiqué sous une hotte a flux laminaire. Les instruments stériles utili-
sés sont : trois pinces longues, trois scalpels et une spatule. Les scalpels sont montés avec des
lames chirurgicales neuves (Swann-Morton, Carbon Steel V.P.I Protected surgical blades).
On utilise un masque & usage unique (masque simple-pli & usage unique, Laboratoire Euro-
medis). L’asepsie des mains de 1'utilisateur est réalisée avec de I’éthanol & 95 % v/v.

Aprés chaque utilisation, le matériel réutilisable est nettoyé a la main puis nettoyer aux
ultrasons (environ 2h30 & 60°C avec une solution détergente). Enfin le matériel est stérilisé
dans un Poupinel WTC Binder. Le cycle de stérilisation est de 2 heures a 180°C.

La procédure de repiquage est la suivante :

— Deésinfection du plan de travail avec de I’éthanol & 95 % v/v.

— Prendre une boite de Pétri stérile en verre.

— Prendre un tube de culture, I'ouvrir et sortir ’explant avec une pince stérile.

— Diviser I'explant a ’aide du scalpel et sélectionner les parties a repiquer.

— Prendre un nouveau tube de culture, 'ouvrir, le passer a la flamme. Déposer une des

parties a repiquer dans ce nouveau tube. Passer le tube a la flamme et reboucher.

— Mettre le scalpel et la pince utilisés dans un bain d’éthanol & 95 % v/v, les passer a

la flamme puis les laisser refroidir.

— Utiliser un autre jeu de pince + scalpel pendant que le précédent refroidi.

Durant ’étude réalisée sur T. x media var. Hicksii plusieurs repiquages ont été effectués
notamment pour changer de milieu de culture. En effet, I'influence des concentrations en
hormones de croissance sur le développement de ce végétal n’était pas connue en début
d’étude. Au fur et & mesure de I'étude réalisée sur T. baccata nous avons donc procédé a
plusieurs changements de milieu par repiquage. Ces repiquages successifs avaient également
I’avantage de stimuler la croissance racinaire du végétal.

La figure 3.5 représente schématiquement les changements de milieux effectués sur la
population initiale de T. x media var. Hicksii. Au début de I’étude cette population initiale
est en culture depuis 10 mois sur un milieu WPM 1/2 avec 1 mg/l d’ATA. Le premier repi-
quage effectué consiste a séparer bourgeons, plantules et cals pour multiplier la population

62



3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.3. Résultats et discussions

initiale. Ce premier repiquage a également permis de renouveler et de changer le mileu en
remplacant ’ATA par de la kinétine.

3.3 Résultats et discussions

3.3.1 Culture n vitro de T. baccata

Stérilisation des récoltes de T. baccata

La figure 3.7 montre que la stérilisation par NaClO et beaucoup plus efficace que celle
par HoOs. En effet, parmi le matériel végétal stérilisé par HoO5 le pourcentage de plants
contaminés aprés 61 jours de cutlure in vitro est de 78% alors que pour le matériel végétal
stérilisé par NaClO la contamination n’est que de 16%.

Cependant la procédure de stérilisation par NaClO se révéle étre extrémement agressive
pour le végétal. A tel point que le végétal devient inutilisable pour une quelconque étude. La
figure 3.8 représente deux plants distincts de T. baccata, 'un ayant été stérilisé par NaClO
et I'autre par HoO5. Le plant stérilisé par NaClO a été complétement brulé et n’a eu aucune
évolution durant la phase d’étude. Le plant stérilisé par HoOo, quant & lui n’a pas été brulé
et a subi une évolution interprétable durant la phase d’étude.

Ainsi, méme si le traitement par NaClO est plus efficace que celui par HyOs, c’est ce
dernier qui nous a permis d’étudier la croissance du végétal.

Culture tn vitro de T. baccata

Nous constatons que la variation des concentrations des trois hormones de croissance
(kinétine, 2,4-D et AIA) dans le milieu de culture de 7. baccata a des conséquences sur la
croissance du végétal. En effet, les plants dont les milieux de cultures contiennent seulement
de la kinétine présentent un fort développement du cal mais un trés faible développement
aérien. Les plants dont les milieux de culture contiennent de la kinétine ainsi que du 2,4-D
ou de I’ATA présentent un développement moyen tant au niveau du cal qu’au niveau des
bourgeons. Enfin, les plants dont les milieux de culture contiennent uniquement du 2,4-D
ou de I’ATA présentent un trés bon développement aérien. Le tableau 3.4 et les photos de la
figure 3.10 présentent ces résultats.

Au vu des résultats nous concluons que les effets de la balance auxines-cytokinines dans
le milieu de culture des bourgeons de T'. baccata sont les suivants :

— Les auxines favorisent le développement des bourgeons.

— Les cytokinines favorisent le développement du cal et freinent voire empéchent le

développement des bourgeons.

Ces effets sont représentés dans la figure 3.9. Nous pouvons voir que ces effets sont
contraires a ceux généralement constatés chez les végétaux (les effets classiques de 1'équi-
libre auxines/cytokinines sur l'organogéneése in vitro des végétaux sont représentés dans la
figure 3.3).

3.3.2 Culture n vitro de T. x media var. Hicksii

Le but des manipulations était de multiplier les plants initiaux de 7. x media var.
Hicksii. Au fur et & mesure des repiquage de T. x media var. Hicksii sur des milieux de
culture de composition différentes (voir figure 3.5) nous avons pu suivre qualitativement et
en continu les tendances de croissance de T. x media var. Hicksii en fonction de ’équilibre
auxines/cytokinines du milieu. Comme nous pouvions 'imaginer ces tendances de croissance
sont les mémes que celles de T baccata. Cela était d’ailleurs notre hypothése de travail dans
la conduite de I’étude sur T. x media var. Hicksii.
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milieu méthode de description du plant hoto aprés
de kinétine 2,4-D ATA matériel stérilisation du apréIs) 70 joursp do I;O jours do
culture (1 mg/1) | (1 mg/l) | (1 me/1) végétal Iilzgée:;ell cultures culture
Les bourgeons sont
WPM bourgeon petits et bruns a
1/2 oui non non de T. Hs0o Pextrémité supérieure; | figure 3.10c
baccata la quantité de cal est
importante
WPM bourgeon Les bourgeons sont bien
1/2 non oui non de T. Hy09 développés en hauteur | figure 3.10b
baccata et ils sont bien verts
boureeon Les bourgeons sont
WPM . . & verts mais assez petits
oui oui non de T. Hs09 . i figure 3.10e
1/2 baccata avec parfois présence de
cal
bourgeon Les bourgeons sont trés
PM . svelobhé
w non non oui de T. H509 bien devg oppes e figure 3.10a
1/2 baceata hauteur et ils sont bien
verts
bourgeon Les bourgeons sont
WPM oui non oui de T. H209 verts rais ass?z petits figure 3.10d
1/2 baccata avec parfois présence de
cal

TABLE 3.4 — Suivi des cultures in vitro de T.

baccata
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.3. Résultats et discussions

Ainsi, durant les 10 mois qui ont précédé les manipulations, la population de T. x media
var. Hicksii a bénéficié d’'un milieu de culture & base d’AIA propice au bourgeonnement et
a la croissance aérienne (voir figure 3.5). Le repiquage de cette population sur un milieu
additionné de kinétine a eu un effet négatif sur la croissance de T. x media var. Hicksii puis-
qu’il n’a pas promu le développement de bourgeons. De plus, quelques cas de brunissement
des plantules ont été observés. La figure 3.12 illustre bien ce phénoméne de brunissement
qui peut étre attribuable au changement brutal de la composition du milieu : la plantule ne
s’adapte pas au changement de milieu nutritif, d’ou I’apparition de carences.

Au fil des repiquages et de l'observation des cultures nous avons constaté 1’apparition
de quelques radicelles sur le cal. Ces radicelles n’avaient pas été observées auparavant. Leur
formation peut avoir pour origine les repiquages successifs qui stimule la totipotence des
cellules végétales. Un deuxiéme élément favorable a 'apparition de radicelles est bien-str la
présence de kinétine dans le milieu de culture qui promeut le développement racinaire des
Tazus.

Au terme de I'étude toute la population de T. x media var. Hicksii a été repiquée sur un
milieu additionné d’AIA. En effet, ce type de milieu stimule le bourgeonnement du végétal.
Bourgeonnement que nous souhaitons maintenir au terme de I’étude afin de continuer la
multiplication des plants.
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Immersion rapide
dans I’éthanol & 70°

15 minutes sous agita-
tion dans une solution
de : NaClO a 12° +
TWEEN 2041 % v/v

15 minutes sous agita-
tion dans une solution
de : NaClO a 12° +
TWEEN 2041 % v/v

5 ringages a 1’eau
distillée stérile en
changeant I’eau
a chaque ringage

FIGURE 3.4 — Procédures de stérilisation a I’hypochlorite de sodium et au peroxyde

d’hydrogéne

Stérilisation & I'hy-
pochlorite de sodium
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Immersion rapide
dans I’éthanol & 70°

15 minutes sous
agitation dans
une solution de :
Hy09 220 % v/v +
TWEEN 2041 % v/v

|

15 minutes sous
agitation dans
une solution de :
H202 a 20 % V/V +
TWEEN 2041 % v/v

5 ringages a 1'eau
distillée stérile en
changeant I’eau
a chaque ringage

Stérilisation au
peroxyde d’hydrogéne




3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
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10 mois
35 jours
19 jours
20 jours
*********** ATA1 [---| ATA10|-----------F-----------------"-
ATA1 1 jour

ATA1 : ajout de 1 mg/1 d’acide 3-indolacétique au milieu WPM 1/2
ATA10 : ajout de 10 mg/1 d’acide 3-indolacétique au milieu WPM 1/2
KIN1 : ajout de 1 mg/1 de kinétine au milieu WPM 1/2

bourgeons, plantules et cal
bourgeons et plantules

cal

FIGURE 3.5 — Schéma des repiquages de T. x media var. Hicksii
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FIGURE 3.6 — Séparation de la plantule de T. x media var. Hicksii et de son socle
de cal
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FIGURE 3.7 — Nombre de plants de T. baccata non contaminés en culture in vitro en
fonction du temps

(a) Stérilisation a HoOq (b) Stérilisation & NaClO

FIGURE 3.8 — Comparaison des effets de la stérilisation par NaClO et HoO9 sur le
végétal
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.3. Résultats et discussions
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FIGURE 3.9 — Effets de 1’équilibre auxines/cytokinines sur I'organogénése in vitro de
T. baccata
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(a) AIA (b) 2,4-D (c) KIN (d) KIN+AIA (e) KIN+2,4-D

FIGURE 3.10 — Evolution de la croissance de T. baccata en fonction de I'ajout de différentes hormones de croissance au milieu
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.3. Résultats et discussions

FIGURE 3.11 — Radicelle de T. x media var. Hicksii
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3. Culture in vitro de Tazus baccata et Taxus x media var. Hicksii
3.3. Résultats et discussions

FIGURE 3.12 — Brunissement de T. x media var. Hicksii

73



Chapitre 4

Dosage des Taxanes

4.1 Introduction

Comme nous ’avons vu dans la premiére partie de cette thése le genre Tazus renferme des
taxanes & I’état naturel dans ses tissus. La premiére source de paclitaxel reposait d’ailleurs
en son extraction direct a partir de I’écorce de Tazus brevifolia. Dans ce chapitre nous allons
donc, dans un premier temps, extraire des taxanes a partir de matériel végétal. Et, dans un
deuxiéme temps, nous déterminerons la teneur en taxanes de ce matériel végétal par dosage.
Les taxanes que nous allons extraire et doser sont le paclitaxel et la 10-déacétylbaccatine
III. Du fait de la trés faible quantité de T. x media var. Hicksii disponible, I’extraction et le
dosage des taxanes sont réalisées a partir de branchages de Tazus baccata collectés dans la
nature. Toutes ces manipulations ont été réalisées par 'auteur sous la direction du Professeur
Max HENRY et avec I'aide du Professeur au Laboratoire de Botanique et Mycologie de la
Faculté de Pharmacie de Nancy d’avril & juin 2007

4.2 Matériels et méthodes

4.2.1 Extraction des taxanes a partir des tissus végétaux (écorces,
aiguilles et tiges)

L’extraction des taxanes a été menée, & quelques détails prés, selon la méthode de
Vidensek et al. [71]. Le mode opératoire est le suivant :

— Une quantité suffisante de T. baccata est récoltée. Les aiguilles, les tiges et les écorces
sont séparées et sont conservées séparément dans des paquets de papier filtre.

— Ces trois parties de la plante sont séchées dans une étuve a 60°C jusqu’a obtention
d’une masse constante. Un suivi de la masse des aiguilles, des tiges et de ’écorce est
assuré par pesée.

— Les tissus secs obtenus en sortie de I’étuve sont broyés séparement a ’aide d’un broyeur
électrique a hélices (voir figure 4.1). Le broyage est effectué jusqu’a ’obtention d’une
fine poudre.

— Les poudres d’aiguilles, de tiges et d’écorces obtenues sont conservées séparement dans
des paquets de papier filtre.

Extraction liquide/solide

L’étape d’extraction liquide/solide consiste a extraire les métabolites contenus dans la
poudre du végétal a I’aide d’un solvant. Le solvant utilisé est le méthanol.
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4. Dosage des Taxanes
4.2. Matériels et méthodes

FIGURE 4.1 — Broyage des parties de plantes

— 10 g de poudre d’écorces, d’aiguilles et de tiges sont extraits séparément dans 100 ml
de méthanol & 'aide d’un agitateur magnétique pendant 16h. Les phases liquides sont
récupérées par filtration sur papier filtre.

— L’étape précédente est répétée deux fois. Les filtrats issus de I'extraction d’une méme
partie de plante sont rassemblés.

— Les extraits méthanoliques de tiges, d’écorces et d’aiguilles sont évaporés au Rotava-
por®) a 40°C.

Etape de pré-purification [55]

L’étape de pré-purification a pour but de faire précipiter les tanins et les substances
chlorophyliennes. Chaque résidu est dissous dans 100 ml de méthanol. Une solution acqueuse
de 200 ml d’acétate de plomb est réalisée & 10% m/v avec de l'eau distillée. On réalise le
mélange de :

— 50 ml d’extrait méthanolique.

— 50 ml d’acétate de plomb.

— 50 ml de méthanol.

— 50 ml d’eau distillée.

L’ajout de la solution d’acétate de plomb est réalisé en dernier. Il se forme un précipité
dés 'ajout d’acétate de plomb. On réalise la filtration du mélange sur filtre plissé avec une
pompe a vide. Le filtrat est récupéré, le précipité est éliminé.

Extraction liquide/liquide

150 ml de dichlorométhane (CH5Cls) sont ajoutés a chaque filtrat dans une ampoule &
décanter. Le melange est agité vigoureusement dans ’ampoule a décanter puis il est laissé
& décanter. Une fois les phases aqueuse et organique séparées, on recueille la phase orga-
nique et on élimine la phase aqueuse. On note que pgichlorométhane = 1.325 kg/1 alors que
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4. Dosage des Taxanes
4.3. Résultats et discussions

Peautéthanol) < 1 kg/l, la phase organique se situe donc en dessous de la phase aqueuse.

Le dichlorométhane de chaque phase organique est évaporé au Rotavapor®) a 35°C sous
une hotte d’extraction de chimie, on obtient un résidu sec dans chaque ballon. Chaque résidu
est redissout dans 20 ml de méthanol puis le mélange est transvasé dans un plus petit ballon
et évaporé au Rotavapor@®) a 35°C sous une hotte d’extraction de chimie. On obtient, &
nouveau, un résidu sec.

Enfin chaque résidu est dissous dans 1 ml de méthanol puis est filtré a I’aide d’un filtre
Millipore Millex@®-LCR non stérile de 0.45 pm. Finalement nous obtenons trois solutions
méthanoliques de 1 ml pouvant étre analysées par CLHP :

— 1 ml d’extrait d’aiguilles de T. baccata.

— 1 ml d’extrait d’écorces de T. baccata.

— 1 ml d’extrait de tiges de T. baccata.

10 pl de chaque extrait d’aiguilles, de tiges et d’écorces sont analysés par chromatogra-
phie liquide haute performance.

4.2.2 Analyse des extraits par CLHP

Les analyses par CLHP ont été réalisées sur 'appareil SHIMADZU SPD-10A VP UV.
La colonne utilisée est une colonne de silice greffée C18. La détection a été réalisée aux
longueurs d’ondes de 210 et 225 nm auxquels la 10-déacétylbaccatine III et le paclitaxel
présentent des pics d’absorption. Les volumes d’injection des étalons et des échantillons sont
de 10 pl. Avant son utilisation 'appareil CLHP équipé de la colonne a été purgé par un
mélange de méthanol et d’eau ultrapure.

Les analyses CLHP ont été réalisées selon deux programmes :

— Premier programme : la phase mobile est un mélange fixe (méthanol : eau) (65 : 35).

Le « flow » est fixé & 1.0 ml/min et Panalyse dure 30 minutes afin de permettre la
détection de tous les taxanes.

— Deuxiéme programme : le rapport (méthanol : eau) de la phase mobile évolue selon
un gradient pendant analyse : évolution d’un rapport méthanol : eau (50 : 50) & un
rapport (100 : 0). Le « flow » est fixé & 1.0 ml/min et ’analyse dure 30 minutes afin
de permettre la détection de tous les taxanes.

Les composés de référence ont été commandés auprés de la société Sigma-Aldrich dans
les quantités suivantes : 1 mg de paclitaxel et 1 mg de 10-déacétylbaccatine III. Le paclitaxel
et la 10-déacétylbaccatine III sont mis en solution directement dans leur contenant avec 2
ml de méthanol. Les solutions étalons sont donc des solutions méthanoliques de paclitaxel
et de 10-déacétylbaccatine IIT & 0.5 mg/ml.

Les volumes d’injection sont de 10 pl.

4.3 Reésultats et discussions

L’analyse des échantillons via le premier programme n’a pas donné de résultats satis-
faisants. C’est pourquoi on s’appuie sur les chromatogrammes issus de ’analyse CLHP via
le deuxiéme programme avec une détection & 225 nm. Les chromatogrammes obtenus sont
représentés dans les figures 4.2, 4.3, 4.4, 4.5 et 4.6.

Les chromatogrammes des trois extraits réalisés (extraits d’aiguilles, de tiges et d’écorces)
présentent des pics qui correspondent aux pics des chromatogrammes des solutions témoins.
Ces pics sont encadrés en vert et sont surlignés en jaune. Le calcul des teneurs des aiguilles,
des tiges et des écorces en paclitaxel et en 10-déacétylbaccatine III a été effectué. Les résultats
sont représentés dans le tableau 4.1 (les résultats sont donnés en pourcentage du poids sec).

Dans ce tableau nous constatons que les teneurs les plus importantes sont celles en 10-
déacétylbaccatine III ce qui est cohérent avec la littérature. Les teneurs en paclitaxel sont
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10-déacétylbaccatine III

paclitaxel

Aiguille
Tige
Ecorce

0.016
0.012
0.008

0.009
0.006
0.005

TABLE 4.1 — Teneur de T. baccata en paclitaxel et en 10-déacétylbaccatine III
(en % massique du poids sec)

relativement élevées par rapport & celles de la littérature [71] mais restent d’un ordre de
grandeur cohérent. Nous remarquons également que les aiguilles présentent les plus fortes
teneurs en taxanes ce qui est inattendu par rapport a la littérature. Si nous extrapolons
ces résultats nous pouvons déterminer qu’a partir de 10 kg d’aiguilles séches nous obtenons
0.9 g de paclitaxel. Ce résultat est cohérent en terme d’ordre de grandeur avec celui énoncé
pour l'if du pacifique dans la premiére partie de cette thése. L’if du pacifique dont il faut 10
kg d’écorce séche pour produire 1 g de paclitaxel.
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4.3. Résultats et discussions
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Conclusion générale

Dans cette thése, nous avons abordé tour & tour de nombreuses propriétés du genre
Tazus pour finir par la description de manipulations pratiques : 'extraction et le dosage des
taxanes. Ainsi, j’espére vous avoir convaincu de l'intérét du genre Taxus qui est extrémement
représenté dans nos régions par Tazus baccata. Dorénavant, vous saurez identifier au premier
regard cette espéce. Au printemps vous reconnaitrez les pieds méles et leur rameaux portant
les strobiles polliniques préts a libérer le pollen qui se disséminera par le vent pour féconder
les ovules et entrainer la formation des arilles. Arilles qui habillent les pieds femelles tout
I’automne de leurs touches écarlates.

A partir de Tazus baccata nous avons remonté la piste de 'extraction du dosage du
paclitaxel qui a été la premiére source d’obtention de ce composé avec 1’écorce de Tazus
brevifolia allant jusqu’a retrouver des teneurs cohérentes avec les données historiques (10 kg
de matiere végétale produisent 1 g de paclitaxel). Paclitaxel, qui, comme nous ’avons vu, est
a lorigine du Taxol®) et forme, avec le Taxotére®), la classe pharmaceutique des taxanes.

Aujourd’hui, la recherche reste trés active autour des taxanes : isolement de nouveaux
composés chimiques, extraction des taxanes chez différentes espéces, optimisation de la pro-
duction des taxanes par culture cellulaire, études de lassociation du Taxol®) ou du Taxo-
tére®) avec d’autres anticancéreux dans la lutte contre la maladie... 40 ans aprés la décou-
verte des propriétés cytotoxiques de I'if du pacifique, le genre Tazus n’a pas fini de livrer
ses secrets. Il demeure une source d’inspiration pour les chercheurs dans la découverte de
nouveaux composés d’origine naturelle ainsi que dans le développement de la production de
molécules d’intérét par culture cellulaire car I’obtention du paclitaxel par les biotechnologies
reste une prouesse que les scientifiques cherchent a transposer & d’autres composés.
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Annexe A

Monroe E. Wall (1916-2002)

Monroe Wall a grandi & Newark, New Jersey et a fait ses études a 'université de Rutgers
ou il obtient son doctorat. Il rejoint I’ U.S Department of Agriculture (USDA) en 1941, ou
il recherche des alternatives naturelles & des produits essentiels a ’effort de guerre comme le
rubber. Durant les années 50 ses recherches consistent & recueillir des milliers d’extraits de
plantes afin de rechercher des phyto-stéroides utilisables comme précurseurs dans I’hémisyn-
these de la cortisone. En 1957, la visite a 'USDA de Jonathan Hartwell, docteur en médecine
et pionnier du National Cancer Institute (NCI), va bouleverser la carriere de Monroe Wall.
Le docteur Hartwell convainc le docteur Wall de lui envoyer 1000 extraits éthanoliques de
plantes afin d’en tester 'activité antitumorale. En 1958 un extrait de Camptotheca acumi-
nata se révele étre particuliérement prometteur.

Le docteur Wall n’a que peu de temps pour exploiter cette découverte car il est rapi-
dement recruté par le Research Triangle Institute (RTI) afin d’y établir un groupe et un
programme de recherche sur la chimie des substances naturelles. Dans ce nouvel institut,
son laboratoire est & la pointe dans l’isolement des substances naturelles. Dans les années
70 il est I'un des premiers & utiliser la spectrométrie de masse et la RMN pour déterminer
les structures des substances qu’il a isolées.

Le programme de recherche du docteur Wall sur les substances naturelles n’est pas en
fonctionnement depuis longtemps lorsqu’on lui apporte ses premiers échantillons de feuilles,
de tiges et d’écorces de 'if du Pacifique ( Tazus brevifolia) en 1964. Lui et le docteur Mansukh
Wani ont trouvé et ont isolé une substance active de I'arbre que le docteur Wall appellera
Tazol. Les deux scientifiques publient la structure chimique du Taxol en 1971 et ils cédent
rapidement tous leurs documents de travail a leur employeur gouvernemental : le NCI.

Durant la méme période, le docteur Wall produit un sel de sodium de la camptothecine,
ce qui améliore sa solubilité et lui permet de passer en essais cliniques de phase I. Cette
substance ne passa pas en essai clinique de phase II a cause de sa toxicité et de sa faible
solubilité. Cependant ce composé continua a susciter I'intérét du fait de son activité contre
la topoisomérase I .

En 2000 les docteurs Wall et Wani remportent le Priz Charles F. Kettering qui est la
plus grande distinction dans le domaine de la recherche contre le cancer. Parmi les autres
distinctions regues par le docteur Wall on compte : le Department of Agriculture’s Superior
Accomplishment Award, I’ American Pharmaceutical Association’s top research prize for na-
tural products chemistry et I’ American Society of Pharmacognosy’s Research Achievement
Award. En 1998, il recoit I’American Chemical Society’s Alfred Burger Award qui est la
récompense la plus prestigieuse dans le domaine de la chimie appliquée a la médecine.

Pour Victoria F. Haynes présidente du RTI, « Monroe Wall était 'un des employés
fondateurs de 'institut et I’un des plus remarquables. A travers les travaux de sa carriére, tels
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A. Monroe E. Wall (1916-2002)

que ceux réalisés sur le Taxol et sur d’autres molécules, il contribua de maniére substantielle
a l’amélioration de la condition humaine ».

C. Edgar Cook, qui travailla avec les docteurs Wall et Wani sur la camptothecine et qui
dirigea par la suite 'unité de chimie et des sciences de la vie du RTI fondée par le docteur
Wall décrit la « Monroe Doctrine » comme la base du succés du docteur Wall : « Réunissez
des personnes de qualité, apportez leur des infrastructures de qualité, faites de la recherche
de qualité, travaillez dur et continuez ».

La vie du docteur Wall était dédiée & son travail et il était présent chaque jour a son
laboratoire jusqu’a deux semaine avant sa mort.
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Annexe B

Mansukh C. Wani

Mansukh Wani a grandi & Nandurbar (Maharasta, Inde) et a regu son master a l'uni-
versité de Bombay. Il vient aux Etats Unis en 1958 et obtient un doctorat en chimie a
I'université de I'Indiana, ou il travaille avec le Professeur Ernest Campaign. Aprés un post
doctorat & I'Universtité du Wisconsin-Madison il accepte un poste au Research Triangle
Institute (RTI) (Caroline du Nord) en septembre 1962.

Les premiers travaux du docteur Wani au RTI concernent le domaine de la photochimie
organique qu’il effectue dans le récent laboratoire fondé par le docteur Monroe Wall : le
laboratoire des produit naturels. A cette époque le docteur Wall cherchait & caractériser la
camptothecine mais la détermination de sa structure se réveéle étre difficile. Vers la fin de
I’année 1963 le docteur Wall demande au doteur Wani de rejoindre son équipe de travail sur
la camptothecine. Le docteur Wall avait entendu parler des compétences du docteur Wani
a travailler avec de faibles quantités de composés sensibles & la lumiére. Trés rapidement
aprés cela et grace a expertise du docteur Wani 1’équipe a été capable de préparer des
échantillons de camptothecine pour une analyse cristallographiques au rayons X.

Du fait des accords du docteur Wall avec le NCI, son laboratoire regoit continuellement
des produits naturels & tester et a caractériser. A la fin de I'été 1962 le botaniste Athur
Barclay de I’U.S. Department of Agriculture récolte des échantillons de Tazus brevifolia. Un
screening initial a montré qu'un composé issu de ces échantillons & une activité cytotoxique
trés élevée, si élevée que certains laboratoires ont préféré ne pas travailler dessus. Le docteur
Wall dit au docteur Jonathan Hartwell que son laboratoire se chargerait de ces échantillons.

Aprés le fractionnement, le composé, maintenant appelé Taxol®), est envoyé au docteur
Wani afin d’en établir la structure. Lors d’une interview du docteur Wani, celui-ci raconte
comment cela s’est passé :

Nous avons travaillé sur la structure durant les année 1965 et 1966, mais il était
trés difficile de la déterminer et nous n’y parvenions pas. Durant le courant
de Tannée 1967, Monroe m’appela dans son bureau pour en discuter. Nous
décidames alors que nous avions tellement de choses a faire que nous devrions
peut étre laisser tomber le Taxol.

J’avoue que je n’ai pas pu abandonner. J’ai continué a travailler dessus mais
il fallait que ce soit vraiment marginal. Je m’y intéressais le week-end ainsi
qu’a d’autres moments particuliers. J’ai été trés intéressé lorsque j’ai entendu
parlé d’une technique consistant & casser les molécules en plusieurs constituants
pour en déterminer les structures séparément et ensuite recomposer la molécule
de départ. J'en ai discuté avec un collégue et nous avons pris un échantillon
de Taxol auquel nous avons ajouté de I’éthanol et du sodium. Puis j'ai mis
Ierlenmeyer au réfrigérateur et je I’ai oublié. Ce n’est que 10 jours aprés que

91
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je m’en suis souvenu et lorsque je ’ai examiné je me suis apergu que le Taxol
avait été cassé en deux composés majeurs. A ce moment j’ai pu déterminer
leur structure séparément et reconstituer la molécule de Taxol. En 1971 nous
publions et nous envoyons le Taxol au NCI pour son développement.

Nous pouvons dire que sans un peu d’un heureux hasard et beaucoup de per-
sévérance le Taxol@®) aurait pu ne jamais voir le jour. La recherche contre le
cancer doit beaucoup & la ténacité du docteur Wani : pour son travail sur la
camptothecine et sur le Taxol®) il partagea en 2000 avec Monroe Wall le Prix
Charles F. Kettering. Parmi ses nombreuses autres distinctions le docteur Wani
se vit recevoir : le Bruce F. Cain Memorial Award of the American Association
for Cancer Research en 1994 et la méme année le City of Medecine Award. En
1996, il regoit le NCI Award of Recognition et en 2003 I'université de 'Indiana
lui accorde son Alumni Award.

Le docteur Wani travaille toujours au RTI, mais aujourd’hui son réle principal est d’as-
surer la supervision et I’encadrement des jeunes chercheurs. Afin d’assurer que le genre de
dévouement et de persévérance dont a fait preuve le docteur Wani soit transmis aux gé-
nérations suivantes le RTI a annoncé la mise en place du programme Monroe E. Wall et
Mansukh C. Wani dans la recherche sur les produits naturels. Leurs années de dur travail et
de détermination ont payé, non seulement par les nombreuses vies sauvées aujourd’hui mais
également dans la vision qu’ils ont inspiré a la communauté scientifique.
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Annexe C

Rédiger un document sous IATEX

Arrivé ici vous vous demandez surement ce qu’est IXTEX et ce que vient faire une telle
annexe dans ma thése. La réponse est bien entendu trés simple et en répondant a la premiére
interrogation, la deuxiéme s’en trouvera également éclairée. IXTEX est le programme avec
lequel j’ai rédigé cette thése car il est une alternative aux logiciels de traitement de texte
comme Word.

Ici, tout a été fait sous IMTEX. Mais pourquoi ? Et bien tout simplement, et j’espére que
vous l'aurez remarqué, pour que ce document soit bien présenté, agréable a lire et surtout
pour me faciliter la vie : avec INTEX pas de titres qui disparaissent, pas de texte ou d’images
qui se perdent sans raison apparente dans un recoin de votre document. Avec IATEX tout
est clair, str et une fois une partie de votre travail rédigée vous pouvez passer sereinement
a la prochaine sans craindre une quelconque catastrophe typographique d’origine inconnue.
Car I#TEX s’occupe de tout pour vous : avec lui vous pouvez vous focaliser sur le contenu de
votre travail. I/ TEX s’occupera, pour vous, de la mise en forme de votre document : table des
matiéres, légendes, liste des tableaux, références, gestion de la bibliographie et j’en passe...

Or j’ai remarqué que IWTEX est (presque) inconnu parmi les étudiants de pharmacie et
de médecine alors qu’il leur rendrait d’immenses services dans la rédaction de leur thése. En
effet la rédaction d’une thése est considérée par beaucoup comme un exercice informatique
difficile du fait de la taille du document et de la rigueur qu’il est nécessaire d’y apporter,
sans parler de la difficulté & gérer la bibliographie.

C.1 ETEX c’est quoi?

Je pense que vous 'aurez remarqué, IXTEX est un logiciel de création de document tout
comme Word. La différence principale entre Word et IXTEX c’est qu’avec ce dernier le texte
n’apparait pas a ’écran lorsque vous le tapez tel qu’il sera dans le document final. Pour
exemple voici ce paragraphe tel que je le tape actuellement :

\section{\LaTeX{} c’est quoi?}

Je pense que vous l’aurez remarqué, \LaTeX{} est un logiciel de
création de document tout comme Word. La différence principale
entre Word et \LaTeX{} c’est qu’avec ce dernier le texte
n’apparait pas & 1l’écran lorsque vous le tapez tel qu’il sera
dans le document final. Pour exemple voici ce paragraphe tel
que je le tape actuellement
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C.2. 'TEX est ce que c’est simple ?

C.2 ETEX est ce que c’est simple ?

Oui BTEX est simple si tant est que votre but est de rédiger un document & base de texte,
d’images et de tableaux standards. Par contre, si votre but est de faire des tableaux alem-
biqués, de dessiner ou de réaliser des schémas intriqués avec IXTEX !, sachez que rien n’est
impossible mais que ces taches varient de difficiles & presque impossibles voire irréalisables
du fait de leur complexité.

Cela vous demandera un peu d’effort et de temps pour assimiler les fonctions de base
mais vous fera par la suite économiser de ’énergie et du temps dans des proportions in-
comparables : avec IATEX on s’arrache un peu les cheveux au début mais jamais a la fin. A
moins, bien siir, que vous ne gardiez les difficultés pour la fin.

C.3 O trouver BTEX, comment l’installer et comment
débuter ?

XTEX est libre, gratuit et est trés utilisé par les amateurs d’informatiques et de mathé-
matiques. Les guides de qualité gratuits font légions sur internet. Voici le lien qui me semble
le plus pérenne dans le temps pour avoir les réponses a (presque) toutes les questions que
vous pourriez vous poser, il s’agit du wikibook dédié & MTEX : http://fr.wikibooks. org/
wiki/Programmation_LaTeX. Dans tous les cas, au prix de 5 minutes de recherche sur votre
moteur de recherche préféré vous trouverez tous les renseignements souhaités.

Je connais certaines personnes n’ayant jamais éprouvé le besoin d’acheter un livre sur
KTEX du fait de 'abondance de la documentation gratuite présente sur internet, ce n’est
pas mon cas. J’ai acheté le livre B'TEX pour limpatient qui a 'avantage d’étre léger et trés
bien écrit. Je recommande ce livre & tous.

C.4 Les solutions que j’ai utilisés

Si vous étes parvenu jusqu'ici c’est que ITEX vous intérresse (au moins un peu), vous
allez surement 'essayer si ce n’est déja fait. Dans ce cas vous remarquerez que IXTEX ne
fonctionne pas comme un logiciel traditionnel car il nécessite deux éléments pour étre uti-
lisé (Le coeur de BTEX, qui travaille en coulisse, et I'interface graphique via laquelle vous
demandez & IWTEX de travailler pour vous) avec de nombreuses possibilités de choix pour
chaque élément.

Pour ma part jutilise les éléments suivants qui sont extrémement populaires :

1. Le coeur de ITEX : utilisation de MikTEX disponible sur http://miktex.org/.

2. L’interface graphique ou plutot I’éditeur de texte : utilisation de TEXnicCenter. Ce
programme est disponible & http://www.texniccenter.org/.

Enfin, une information qui peut étre utile et qui n’est pas forcément facile a trouver :
la police utilisée par ITEX. La police utilisée par défaut par KTEX est la computer modern
unicode serif appelée aussi CMU Serif. Vous trouverez facilement cette police sur internet.

1. Il est possible de réaliser de superbes schémas, dessins ou graphiques avec ITEX via, par
exemple, le package PGF-TikZ. La figure 3.5 (qui est relativement simple) a été réalisée avec ce
package. Le site http://www.texample.net/tikz/examples/ présente de superbes créations réali-
sées a l’aide de PGF-TikZ (un trés (trés) haut niveau de programmation est parfois nécessaire pour
obtenir ces résultats).
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10-DAB
2,4-D

Abaxiale
ACS

actine (filament d’)

agar-agar

AMM
anaphylaxie

arille

10-déacétylbaccatine III, 7
acide-2,4-dichlorophénoxyacétique, 7

La face dorsale des feuilles est abaxiale, 16
American Chemical Society, 34

Filament protéique épais d’environ 7 nm, formé
& partir d’une chaine de molécules d’actine glo-
bulaire. Constituant majeur du cytosquelette de
toutes les cellules eucaryotes, particuliérement
abondant dans les cellules musculaires., 46
L’agar-agar est un produit gélifiant obtenu & par-
tir d’algues rouges (entre autre floridées comme le
Gracilaria). Cest un polymére de galactose (ga-
lactane) contenu dans la paroi cellulaire de cer-
taines espéces d’algues rouges (rhodophycées). Cet
extrait serait riche en fer. L’agar-agar purifié, dé-
barrassé de tous ses éléments minéraux s’appelle
I’agarose, utilisable selon son niveau de pureté
dans diverses applications de biologie moléculaire,
58

autorisation de mise sur le marché, 31

C’est une réaction allergique sévére et rapide,
qui suit 'introduction d’une substance étrangére :
I’agent allergéne. L’allergéne peut-étre ingéré, in-
halé, injecté ou mis en contact avec la peau une
premiére fois sans aucune réaction. L’organisme va
toutefois étre sensibilisé a ce composé, et va réagir
violemment aprés la seconde introduction., 33
Un arille est une enveloppe charnue plus ou moins
développée autour d’une graine. Un cas repré-
sentatif d’arille est celui de la « baie » d’if pour
laquelle l'enveloppe charnue est incompléte (la
« baie » d’if constitue en fait un « faux fruit » .
C’est la seule partie non toxique de lif, elle est
sucrée et mucilagineuse). Chez des espéces telles
que le fruit de la passion et certaines espéces ap-
partenant & la famille des Sapindacées, comme le
litchi, la chair que ’on déguste n’est pas un fruit
mais est en fait arille, 21
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ataxie

bradycardie

Bulliard Pierre

cal

camptothecine

cardiosélectif

Catharantus roseus

Célebes

cellules KB

centriole

centromeére

En médecine, 'ataxie (du grec ataxia-, signifiant
« désordre ») est une pathologie neuromusculaire
qui consiste en un manque de coordination fine des
mouvements volontaires. Elle n’est pas liée a une
déficience physique des muscles mais plutdt & une
atteinte du systéme nerveux. Le trouble de la co-
ordination est partiellement corrigé par le controle
visuel., 29

La bradycardie (du grec bradus = lent et kardia
= coeur) se caractérise par un rythme cardiaque
trop bas par rapport a la normale, 29

Jean Baptiste Francois Pierre Bulliard est un bo-
taniste frangais, né vers 1742 a& Aubepierre-en-
Barrois (dans la Haute-Marne) et mort le 26 sep-
tembre 1793 & Paris., 24

Un cal est une structure de prolifération cellulaire
obtenue notamment en culture in vitro par 'ajout
d’hormones végétales, 56

Alcaloide anticancéreux, extrait de l’arbre chi-
nois Camptotheca acuminata. Prototype des inhi-
biteurs de la topoisomérase 1. Ses dérivés utilisés
en cancérologie sont l'irinotécan (Campto®)) et le
topotécan (Hycamtin®)), 89

Se dit d’une substance agissant uniquement sur le
coeur, 29

La pervenche de Madagascar(Catharantus roseus)
est une plante herbacée pérenne originaire et en-
démique de Madagascar appartenant a la famille
des Apocynacées, 51

Sulawesi (aussi connu sous le nom de Célébes) est
une ile d’Asie du Sud-Est appartenant a 'Indoné-
sie., 16

Lignée cellulaire provenant d’un carcinome oral
humain, 33

Arrangement cylindrique court de microtubules,
habituellement (dans les cellules animales) en
paire au centre d’un centrosome. Des structures
semblables sont présentes a la base des cils et
des flagelles, ot elles sont appelées corpuscules ba-
saux., 95

Région resserrée d’'un chromosome en mitose qui
maintient ensemble les chromatides soeurs; c’est
également le site de ’ADN ou le kinétochore se
constitue en tant que site d’attache des microtu-
bules du fuseau mitotique., 96
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centrosome

Charles F. Kettering
Chemotherapy National Service Center

cils

CLHP
CRADA

Cremophor®) EL

dichlorométhane

dyspnée

décoctions

Organite localisé au centre des cellules animales,
qui est le principal centre organisateur des mi-
crotubules, et qui est dupliqué pour former les
poles du fuseau durant la mitose. Dans la plupart
des cellules animales, il contient une paire de cen-
trioles. , 46

Ingénieur américain, fondateur de la Dayton En-
gineering Laboratories Company (Delco), 89
service national de chimiothérapie des Etats Unis,
32

Expansion en forme de cheveu & la surface d’une
cellule, ayant un faisceau central de microtubules
et capable de mouvements de battement répétés.
Des cils en grand nombre déterminent le mou-
vement des fluides sur les surfaces épithéliales,
comme c’est le cas dans les poumons., 48
Chromatographie liquide haute performance, 76
Cooperative Research & Development Agreement.
Un CRADA est un accord écrit entre une organi-
sation de recherche fédérale (ici le NCI) et un (ou
plusieurs) partenaire fédéral ou non fédéral pour
travailler ensemble sur un sujet d’intérét mutuel
(ici le Taxol)., 34

Le Crémophor®) EL ou huile de ricin polyoxyé-
thylénée est un surfactant non ionique obtenu par
la polyéthoxylation de I’huile de ricin. Il consiste
en un mélange complexe d’huile de ricin non mo-
difiée avec une variété de polyéthylénes glycol, gly-
cérol polyéthoxylé, diesters et triesters de glycérol
qui sont polyéthoxylés a des degrés différents, 33

Formule brute : CH2Cly, pdichlorométhane
1.325 kg/1, 75

La dyspnée (en latin dyspnoea, en grec dyspnoia
de dyspnoos - court d’haleine) est une difficulté
respiratoire. On distingue deux types de dyspnées,
la difficulté & inspirer de lair (ou faire entrer de
lair dans ses poumons) ou dyspnée inspiratoire
et, la difficulté a expirer de air (ou faire sortir
de lair de ses poumons) ou dyspnée expiratoire.
Cette difficulté a respirer comporte une compo-
sante subjective, représentée par la géne éprouvée
par le patient, et d’autre part une composante ob-
jective., 29

La décoction est une méthode d’extraction des
principes actifs d’une préparation généralement
végétale par dissolution dans ’eau bouillante., 21
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eau ultra-pure

Eburons

emmeénagogue

encombrement stérique

L’eau ultra-pure est utilisée principalement dans
les domaines du semi-conducteur et dans les in-
dustries pharmaceutiques. L’eau ultra-pure ne
contient par définition que des molécules HO,
et des ions HT et OH™ en équilibre. De ce fait,
la conductivité de I'eau ultra-pure est d’environ
0.054 mS/cm a 25°C, équivalente & une résistivité
de 18.3 MW, 58

Les Eburons étaient un peuple belge, établie au
nord-est de la (grande) Gaule au I°" siécle avant
Jésus Christ. Jules César les décrivit comme étant
d’origine germanique, 21

On appelle emménagogues des plantes médici-
nales qui stimulent le flux sanguin dans la ré-
gion pelvienne et I'utérus. Des plantes telles ’ab-
sinthe I’armoise commune (Artemisia vulgaris), le
persil (Petroselinum crispum), angélique (Ange-
lica archangelica), la muscade (Myristica fragrans
Houtt) et le gingembre (Zingiber) ont été utili-
sées par des femmes pour stimuler I'apparition des
régles., 21

Il y a encombrement stérique lorsque le volume
occupé par une partie d’'une molécule géne ’ap-
proche d’un réactif ou d’une autre partie de la mo-
lécule. Les groupes d’atomes occupent un certain
volume dans I’espace et lorsque deux groupes s’en-
trechoquent, ils se repoussent (principe de Pauli).
La forme de la molécule dans ’espace peut alors
empécher un réactif d’accéder & certains groupes
fonctionnels trop encombrés. Dans d’autres cir-
constances, I’encombrement stérique n’est pas suf-
fisant pour empécher totalement une réaction mais
peut la ralentir ou orienter ’approche du réactif.,
37
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ENSIC

erlenmeyer

eucaryote

fibroblaste

flagelle

Food and Drug Administration

L’Ecole Nationale Supérieure des Industries Chi-
miques (ENSIC) est une école d’ingénieurs géné-
ralistes en génie chimique a Nancy, France. Elle
accueille aujourd’hui plus de 400 éléves ingénieurs.
Elle fait partie de la Fédération Gay-Lussac et
de I'Institut National Polytechnique de Lorraine
(INPL) qui regroupe les sept écoles d’ingénieurs
de Nancy. Elle est reconnue comme l'une des
meilleures écoles de génie chimique de France mais
aussi d’Europe. L’ENSIC fut fondée sous le nom
d’Institut Chimique de Nancy en 1887, pour four-
nir des ingénieurs a l'industrie chimique en ex-
pansion rapide. Son fondateur Albin Haller, un
Alsacien qui s’installa & Nancy aprés ’annexion
de I’Alsace et de la Moselle par I’Allemagne était
pharmacien. L’un de ses premiers professeurs, Vic-
tor Grignard, regut le prix Nobel de chimie en
1912 pour son invention des composés organo-
métalliques connus sous le nom de « réactifs de
Grignard »., 41

La fiole Erlenmeyer, couramment appelée erlen-
meyer (sans majuscule) ou plus familiérement er-
len, est un récipient largement utilisé en verrerie
de laboratoire. Il est constitué d’une base conique
et d’un col cylindrique; il existe différents types
d’erlenmeyers selon la forme de ce col, la plus cou-
rante étant ’erlenmeyer a col étroit. L’erlenmeyer
doit son nom a Emil Erlenmeyer, chimiste alle-
mand (1825-1909) qui I’a inventé en 1861., 58

Le domaine des Eukaryota ou eucaryotes, (du grec
eu, bien et karuon, noyau) regroupe tous les or-
ganismes compris dans quatre grands régnes du
monde vivant : les animaux, les champignons, les
plantes et les protistes. Ils sont caractérisés princi-
palement par des cellules qui possédent un noyau.
Ils constituent donc un trés large groupe d’orga-
nismes, uni- ou pluricellulaires, définis par leur
structure cellulaire, 43

Un fibroblaste est une cellule présente dans le tissu
conjonctif, elle est parfois appelée cellule de sou-
tien., 51

Long prolongement en forme de fouet qui, par son
battement, permet & une cellule de se déplacer
dans un milieu liquide. Les flagelles des eucaryotes
sont la version longue des cils ; les flagelles des bac-
téries sont trés différents, étant plus petits et de
structure plus simple., 48

agence américaine du médicament, 33
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fuseau mitotique

GTP

Hauser Inc.

huile de ricin

hydroxyle

hémysyntheése

INDA

KIN
kinétochore

LRP

MAPS

Arrangement de microtubules et de molécules as-
sociées qui se forme entre les deux poOles d’une
cellule eucaryote durant la mitose, et qui sert a
séparer les chromosomes dupliqués., 48

Guanosine triphosphate, 51

Groupe industriel dont la principale activité est
de produire des extraits & partir de ressources na-
turelles en utilisant l’expertise du groupe en ex-
traction et purification, 34

L’huile de ricin est une huile végétale obtenue a
partir des graines de ricin. Elle est incolore a jaune
trés clair, bout a 313 °C et présente une masse
volumique de 961 kg.m 3., 95

groupement R-OH, qui se rencontre en particulier
dans les alcools et les phénols., 37

En chimie, une hémisynthése est la synthése d’une
molécule réalisée a partir de composés naturels
possédant déja une partie de la molécule visée.,
37

Investigational New Drug Application. C’est une
demande adressée par une entité développant un
médicament & la FDA. Le but est d’avoir 'auto-
risation de la FDA pour envoyer un nouveau mé-
dicament non encore autorisé dans plusieurs états
des Etats-Unis afin de réaliser des essais cliniques.
Dans cette demande ’entité développant le médi-
cament fournit les informations nécessaires pour
établir que le patient n’est pas exposé a des risques
importants lors de 'utilisation du médicament a
faible dose pendant les premiers essais cliniques.
En général quand cette demande est acceptée le
médicament entre en essais cliniques de phase 1.,
34

kinétine, 7

Structure multiprotéique complexe d’un chromo-
some mitotique a laquelle s’attachent les micro-
tubules. Le kinétochore se forme sur la partie du
chromosome connue sous le nom de centromére. ,

46
Lung Resistance Protein, 53

Microtubule-Associated Proteins, 51
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micropropagation

mitose

Monophylétique

NCI

Pierre Potier

Pinopsida

Multiplication rapide et /ou régénération de la ma-
tiére végétale afin de produire un grand nombre
de nouvelles plantes génétiquement identiques au
moyen des méthodes des laboratoires modernes,
56

Division du noyau d’une cellule eucaryote impli-
quant la condensation de ’ADN en chromosomes
visibles. Du grec mitos, fil, en raison de l'aspect
filiforme des chromosomes condensés., 43

La monophylie, du grec monos « seul » et phulon
« tribu », est la caractéristique d’un groupe d’es-
péces, appelé clade, d’étre constitué d’un ancétre
et de tous ses descendants. En systématique, un
taxon est dit monophylétique quand il définit un
tel clade. La présence de caractéres dérivés com-
muns & différents taxons (appelés alors caractéres
dérivés propres ou synapomorphies) permet de re-
grouper ceux-ci sous un méme nom, représenta-
tif du caractére monophylétique du groupe. Par
exemple, la présence d’un noyau dans les cellules
des eucaryotes., 9

Institut National du Cancer des Etats-Unis, 32

Pierre Potier, né le 22 aotit 1934, a Bois-Colombes
et mort le 3 février 2006, fut un pharmacien et chi-
miste, directeur de I'Institut de Chimie des Sub-
stances Naturelles, professeur au Muséum natio-
nal d’histoire naturelle, membre de I’Académie na-
tionale de pharmacie, de I’Académie des sciences,
de I’Académie des technologies et de I’Academia
Europea., 37

La classe des Pinopsida est une classe de coniféres
qui compte 600-650 espéces. Elles sont caractéri-
sées par des feuilles généralement petites et tou-
jours simples et par une croissance secondaire ac-
tive de la tige et de la racine. Les coniféres sont
les plus nombreux des gymnospermes vivants et
forment de grandes et relativement pures foréts.
Les exemples communs des coniféres sont les pins,
les sapins, les séquoias, les cédres, les genévriers,
les cyprés, et les mélézes. Le bois des coniféres est
employé intensivement pour la construction. La
plupart des coniféres sont monoiques, c’est-a-dire
que les cones males et femelles sont produits sur
le méme arbre, 21
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Pynophyta

RTT International

Taxales

taxanes

taxoide

TESCI

La division ou embranchement des pinophytes (ou
coniféres), anciennement connue sous le nom de
coniférophytes (ou Coniferophyta), ne comprend
qu’une classe : celle des Pinopsida. Tous les coni-
féres existants sont des plantes ligneuses dont la
grande majorité sont des arbres, les autres étant
des arbustes. Les coniféres les plus répandus sont
les cédres, cyprés, douglas, sapins, genévriers, aga-
this, mélézes, pins, séquoias, épicéas et les ifs. Les
espéces de coniféres peuvent pousser naturelle-
ment presque partout dans le monde, et sont fré-
quemment les plantes dominantes dans leur ha-
bitat. Cet embranchement est cependant sur le
déclin et seules 650 espéces environ de coniféres
subsistent a '’heure actuelle. Les coniféres ont un
important poids économique, principalement pour
le bois d’oeuvre et la production de papier, 21

Research Triangle Institute International. Centre
de recherche basé en Caroline du Nord fondé en
1958, 33

L’ordre des Taxales est un ordre de plantes gymno-
spermes qui ne comprend que la famille des Taxa-
cées (les ifs). Dans les classifications les plus ré-
centes, cet ordre a été fusionné dans celui des Pi-
nales, 21

Les taxanes désignent la classe pharmaceutique
des taxanes qui compte le paclitaxel et le docé-
taxel. Cependant les taxanes désignent également
plus largement tous les composés diterpéniques du
genre du paclitaxel et du docétaxel issus du genre
Tazus, 98

Les taxoides sont des composés diterpéniques dé-
couverts chez le genre Tazus. On compte dans ce
groupe tous les tazanes et les taxines. De nom-
breuses publications font références aux taxanes
et aux taxines sous le terme d’alcaloides en consi-
dérant les composés issus du genre Tazrus comme
des alcaloides terpéniques. Cependant les taxanes
et taxines se démarquent des alcaloides par le fait
que leur atome d’azote n’est pas inclus dans 1'hé-
térocyle mais sur une chaine latérale. Dans cette
thése nous utilisons le terme taxoides pour dési-
gner les terpénes du genre Tazus, 13

Réactif chlorure de triéthylsilyle, 38
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topoisomérase |

Tracheonbionta

United States Department of Agriculture

Les ADN topoisomérases (de type I : ADN topo-
isomérases et de type II : ADN gyrases) sont des
enzymes qui controlent la structure topologique
de PADN en générant des coupures transitoires
dans celui-ci et en catalysant le passage des seg-
ments d’ADN & travers ces coupures avant de
les refermer. Elles permettent notamment d’ajou-
ter et d’enlever des supertours dans les molécules
d’ADN. Elles jouent un role essentiel lors de nom-
breuses étapes de la vie cellulaire (réplication,
transcription, séparation des chromosomes, etc.).
Ces enzymes sont actuellement I'objet d’une ac-
tivité de recherche intense, en particulier parce
qu’elles sont les cibles pharmacologiques d’impor-
tants agents anticancéreux., 89

Sous régne dont les caractéres principaux sont
I’existence de racines sauf chez les Psilophytes et
la présence de vaisseaux (xyléme et phloéme) as-
surant la circulation de la séve., 21

département d’agriculture des Etats-Unis, 32
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abaxiale, 16
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actine, 46

acylation, 37

ATA, 58

American Chemical Society, 35
anaphase, 46

anaphylaxie, 33

apoptose, 53

arille, 21

ataxie, 29

auxines, 58

BMS, 33

bradycardie, 29
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camptothecine, 89
cardiosélectif, 29
Catharantus roseus, 51
Célebes, 16

cellules KB, 33
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Chemotherapy National Service Center, 33
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colchicine, 51
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décoction, 24
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structure, 34
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dyspnée, 29
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Eburons, 24
emménagogue, 24
encombrement stérique, 37
ENSIC, 41
EPA, 41
épothilone, 53
équilibre auxines/cytokinines, 61
erlenmeyer, 58
Estry, 20
études
cliniques, 31

phase I, 31

phase II, 31

phase III, 31

phase 1V, 32
extrémité moins, 51
extrémité plus, 51

fibroblaste, 51
flagelles, 48
fuseau mitotique, 46, 48

gap, 46
glycoprotéine P, 53

hémysynthése, 37
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hybride, 11, 20
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34, 37

intoxication, 24

Journal of the American Chemical Society,
41

KIN, 58
kinétine, 58
kinétochores, 46
Kuwajima, 41

Lande-Patry, 24

ETEX, 93

LRP, 53

Lung Resistance Protein, 53

métabolisme, 43
métaphase, 46
Mansukh C. Wani , 91
microtubules, 48
MikTEX, 94

mitose, 43
monophylétique, 9
Monroe E. Wall, 33, 89
MRP, 53

Mukaiyama, 41

Multidrug Resistance Associated Proteins, 53

Nancy, 20
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Otto Wilhelm Thomé, 20
ours, 24

Pépiniére, 20
paclitaxel, 32
extraction, 34
métabolisme, 43
pharmacocinétique, 43
structure, 34
voies d’accés, 34
biotechnologies, 41
hémisynthése, 37
synthése totale, 41
PCF, 41
PEG, 35
pharmacocinétique, 43
pharmacovigilance, 32
phase M, 46
phase S, 46
Plant Cell Fermentation, 41
poisons du fuseau, 51
Potier Pierre, 26, 34, 37
prométaphase, 46
prophase, 46
prostaglandines, 53
protofilaments, 48

radicelle, 65
Rhone-Poulenc Rorer, 34

Sanofi-aventis, 34
screening, 30
Sigma-Aldrich, 76
stabilisateur du fuseau, 51
synthése totale, 41

télophase, 46
taxanes, 7, 25, 30, 34, 56
dosage, 74
extraction, 74
meécanisme d’action, 51
structure, 34
taxines, 25
A, 26
B, 27
pharmacologie, 27
traitement, 29
Taxol
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Tazus

baccata, 18, 20

brevifolia, 18

canadensis, 18

chinensis, 19

cuspidata, 19

floridana, 19

x hunnewelliana, 20

x media, 20
TESCI, 38
TEXnicCenter, 94
topoisomérase I, 89
totipotence, 65
Toxicité

de lif, 24
triéthylsilyloxy, 38
tubuline, 48

United States Department of Agriculture, 32
United States Environmental Protection Agency,
41

vérapamil, 29

Wender, 41

Woody Plant Medium, 58

WPM 1/2, 58

WPM major salt half strength, 58
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