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1. Introduction

L’harmine (Figure 1 (a)) est une molécule naturelle ini-
tialement isolée à partir de plantes telles que Peganum 
Harmala. Cette molécule était, à l’origine, utilisée par 
les indigènes d’Amérique du Sud en tant ingrédient prin-
cipal de l’ayahuasca, une décoction de plantes consom-
mée, notamment, pour ses effets hallucinogènes [1].

De nos jours, l’harmine est particulièrement étudiée 
pour ses diverses propriétés pharmacologiques, 
incluant une activité anticancéreuse. En effet, des 
études in vitro ont mis en évidence la diminu-
tion de viabilité cellulaire de cellules cancéreuses 
provenant de divers tissus incluant le cerveau, le 
colon, le sein, le poumon, le foie, l’œsophage et les 
tissus gastriques, après un traitement par l’harmine 
[2-9]. Cet effet de l’harmine se confirme également 
in vivo, puisque la molécule inhibe la croissance 
tumorale, et ce pour divers modèles murins [2, 6, 
8, 10-12].

L’harmine est également un inhibiteur de la mono-
amine oxydase (MAO), enzyme catalysant la désa-
mination de neurotransmetteurs tels que la dopamine 
et la sérotonine [14]. Les inhibiteurs de cette enzyme 
sont notamment étudiés pour le traitement de la 
dépression et de la maladie de Parkinson. Dès lors, 
un projet ayant pour but la découverte de nouvelles 
molécules inhibitrices et sélectives des MAO-A, une 
isoforme de la MAO, a été initié au sein du laboratoire 
de Chimie Biologique Structurale de l’Université 
de Namur (membre du Centre NAMEDIC-Narilis), 
laboratoire où cette thèse a été réalisée. Ce travail 
consistait à étudier le pouvoir inhibiteur de dérivés 
originaux mono-, di- et trisubstitués de l’harmine, 
synthétisés au laboratoire (Figure 1 (b-d)) [15, 16].

Bien que l’harmine possède des propriétés phar-
macologiques intéressantes, il est à noter que cette 
molécule présente un caractère neurotoxique in vivo. 
En effet, il a été montré que son injection s’accom-
pagne de tétanie, de mouvements de convulsion 
ou encore de tremblements, ces effets s’estompant 
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Figure 1 : Structures de (a) l’harmine, (b) des dérivés monosubstitués 
de l’harmine, (c) des dérivés disubstitués de l’harmine, (d) des 
dérivés trisubstitués de l’harmine.



plusieurs minutes après injection [10, 16, 17]. Il est 
également important de noter que l’harmine n’indui-
rait, par contre, pas de génotoxicité in vivo [18, 19]. 
L’existence de ces effets neurotoxiques souligne l’in-
térêt porté au développement de nouveaux dérivés de 
l’harmine exempts d’effets secondaires indésirables.

L’objectif de ce travail de thèse est de concevoir de 
nouvelles molécules possédant des propriétés anti-
cancéreuses. Pour ce faire, et sur base de l’activité 
anticancéreuse importante observée pour l’harmine, 
les dérivés synthétisés initialement comme inhibi-
teurs de MAO-A (Figure 1 (b-d)) ont été le point de 
départ de cette recherche.

2. Conception, synthèse et caractérisation 
    de trois générations de dérivés de l’harmine

La recherche de nouvelles molécules à visée antipro-
liférative s’est réalisée en portant une attention parti-
culière à la solubilité des composés. Ce paramètre est 
important dans l’élaboration de nouvelles molécules. 
En effet, une faible solubilité est défavorable au déve-
loppement d’un composé, notamment en limitant son 
absorption ou encore en restreignant les doses pou-
vant être administrées par voie intraveineuse (IV). 
Dès lors, la solubilité a été utilisée comme un filtre 
à la conception de nouvelles molécules. Plus préci-
sément, une solubilité thermodynamique supérieure 
à 60 μg.mL-1 [21] et une concentration permettant de 
diminuer la viabilité cellulaire de moitié (IC50) infé-
rieure à celle de l’harmine (IC50 = 28±3 μM) ont été 
posés comme critères permettant de qualifier le can-
didat en tant que chef de file.

L’IC50 des molécules dérivées de l’harmine et étudiées 
au laboratoire en tant qu’inhibiteurs de MAO-A, a été 
déterminée par un test de viabilité (test MTT) sur 5 
lignées de cellules cancéreuses humaines, dont notam-
ment 3 lignées de gliomes. Le choix de ces lignées 
cellulaires se concentrant notamment sur l’étude des 
gliomes se base sur le fait que ces cancers sont très 
agressifs avec l’un des taux de survie sur 5 ans les plus 
faibles (19% entre 2010 et 2011 [22]). Les résultats ont 
mis en évidence que la trisubstitution en positions 2, 7 
et 9 par un groupement benzyle (IC50=0,7±0,4μM) per-
mettait d’augmenter fortement le pouvoir antiproliféra-
tif de l’harmine (IC50=28±3μM), contrairement à leurs 

analogues mono- et disubstitués. Ce résultat a ensuite 
été confirmé par la synthèse et la caractérisation d’une 
vingtaine de molécules de première génération tri-
substituées par des groupements apolaires. Cependant, 
malgré une activité antiproliférative plus importante 
(0,34 < IC50< 2,7 μM) que celle mesurée pour l’har-
mine, ces molécules sont caractérisées par une lipo-
philie calculée élevée (cLogP > 5) ainsi qu’une faible 
(73±4 μg.mL-1) voire médiocre (< 2 μg.mL-1) solubilité 
cinétique au pH physiologique (Tableau 1) [22].

Dès lors, dans le but d’accroitre la solubilité des molé-
cules, une seconde génération de dérivés trisubstitués 
portant des groupements polaires a été synthétisée. 
Cependant, bien que ces molécules possèdent une 
faible lipophilie calculée (cLogP < 2) et une impor-
tante solubilité au pH physiologique (> 206 μg.mL-1), 
une perte de l’activité antiproliférative a été observée 
(IC50 > 100 μM) pour ces molécules (Tableau 1). Ce 
résultat a permis, dès lors, de restreindre ensuite notre 
recherche aux substituants apolaires [23].

Afin de rationaliser l’ensemble des résultats obtenus 
sur la première et la deuxième générations de dérivés 
de l’harmine, un modèle 3D-QSAR a été élaboré et a 
permis d’établir une relation quantitative entre la struc-
ture tridimensionnelle des molécules et leur activité 
antiproliférative sur la lignée de cellules cancéreuses 
de gliomes Hs683. Sur base de ce modèle, une troi-
sième génération de dérivés de l’harmine, composée 
de 8 nouvelles molécules, a été conçue. Ces molé-
cules sont caractérisées par une importante solubilité 
(> 164 μg.mL-1) combinée à une importante activité 
antiproliférative (0,3 μM < IC50 < 13 μM) (Tableau 1) 
[23]. Parmi ces dérivés de troisième génération, la 
molécule 1 (Figure 2), possédant l’activité antiprolifé-
rative moyenne la plus importante (IC50<0,3μM), a été 
définie comme chef de file. Une étude plus approfon-
die a été réalisée afin de, notamment, déterminer ses 
propriétés pharmacologiques et toxicologiques.
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Figure 2 : Structure de la molécule 1
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3. Étude pharmacologique de 1

Afin d’approfondir les connaissances de la molécule 
1, une évaluation pharmacologique et toxicologique 
in silico, in vitro et in vivo a été menée.

Dans un premier temps, une étude in silico suggère 
un caractère très pénétrant de 1 au niveau de la bar-
rière hématoencéphalique. Ce résultat renforce a 
priori l’intérêt porté à l’étude du composé notam-
ment dans le traitement de gliomes.

Dans un second temps, une étude in vitro a permis 
de mettre en évidence trois propriétés intéressantes 
du composé. D’une part, le composé 1 présente une 
activité antiproliférative du même ordre de grandeur 
sur les deux lignées de cellules saines humaines de 
fibroblastes (BJ – IC50=1,60 μM) et de cellules endo-
théliales (HUVEC - IC50=2,00 μM). D’autre part, ces 
cellules saines sont moins sensibles à l’action anti-
proliférative de 1 que les cellules cancéreuses A549 
(IC50=0,16 μM). Ce résultat s’explique par un effet 
antiprolifératif induit par 1 plus important sur A549 
que sur les cellules saines étudiées, pour des concen-
trations comprises entre 1 et 10 μM. Cette propriété 
est notamment intéressante dans le développement 
de molécules présentant une toxicité sélective envers 
les cellules cancéreuses. Enfin, le composé est stable 
pendant huit heures au moins, dans du plasma humain 
reconstitué. Ceci représente un résultat important dans 
le cadre du développement d’un futur médicament.

Étant donné les propriétés très intéressantes obser-
vées pour 1, une étude de toxicité in vivo a été envi-
sagée. La dose maximale tolérée de 1 a été évaluée 
sur un groupe comprenant 6 souris. Les résultats ont 
mis en évidence l’absence d’effets indésirables pour 
une dose unique de 1 mg.kg-1 administrée par voie 
intrapéritonéale (IP), alors qu’une dose de 5 mg.kg-1 

entraine un comportement amorphe des animaux 
après administration ainsi qu’un taux de survie de 
67% en fin d’expérience. Il est à noter qu’un com-
portement amorphe suggère l’action potentielle du 
composé au sein du système nerveux central. Dès 
lors, la dose de 1 mg.kg-1 a été choisie dans le but 
d’évaluer l’efficacité anticancéreuse de 1 in vivo 
sur un modèle murin induisant des métastases pul-
monaires. Cette expérience consistait à comparer 
le temps de survie d’animaux traités trois fois par 
semaine pendant trois semaines par le témozolomide 
(composé de référence - 80 mg.kg-1, per os) [24, 25], 
d’animaux traités une fois par semaine pendant trois 
semaines par le composé 1 (1 mg.kg-1, IP) et d’ani-
maux recevant uniquement l’excipient une fois par 
semaine pendant trois semaines. Cette étude in vivo 
a mis en évidence une augmentation significative du 
temps de survie des animaux traités par le composé 
de référence, le témozolomide. Par contre, le temps 
de survie des animaux traités par le composé 1 n’est 
pas significativement différent du temps de survie 
des animaux recevant uniquement l’excipient, per-
mettant de conclure que le composé 1 n’est pas actif 
sur le modèle utilisé.
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Tableau 1 : Activité antiproliférative moyenne (IC50) sur cinq lignées de cellules cancéreuses humaines, solubilité cinétique 
mesurée et lipophilie calculée (cLogP) pour l’harmine, ainsi que pour les molécules de première, deuxième et troisième génération.



Trois hypothèses ont été émises afin d’expliquer ce 
résultat. La première est que la dose administrée est 
plus faible que la dose efficace. La seconde est que 
1 n’est pas actif sur le modèle utilisé. En effet, ce 
modèle permet l’étude de l’efficacité d’un composé 
sur le développement de métastases pulmonaires. Or 
les métastases présentent des modifications géné-
tiques par rapport aux tumeurs primaires, induisant 
des phénotypes différents [26]. La troisième hypo-
thèse, renforcée par une étude pharmacocinétique 
réalisée sur 1, est qu’une trop faible résorption du 
composé après administration par voie IP empêche 
d’atteindre la dose efficace au sein de la circula-
tion sanguine. Cependant, l’administration IP de 1 
était inévitable puisque le composé se présente sous 
forme de suspension dans les deux excipients étu-
diés (99,9% NaCl 0,9% m/v / 0,01% Tween-80 ou 
90% NaCl 0,9% m/v / 10% DMSO). Dès lors, la 
troisième partie du travail s’est consacrée à l’étude 
d’un mode de formulation permettant l’obtention 
d’une solution injectable de 1 autorisant ainsi une 
administration par voie IV du composé.

4. Etude de la formulation de 1 : 
    complexation avec les cyclodextrines

Une administration par voie IV n’étant possible que 
pour une solution, la formation d’un complexe avec des 
cyclodextrines (CDs) a été envisagée afin d’accroître la 
solubilité de la molécule 1 dans l’excipient. Cette étude 
s’est divisée en quatre parties, à savoir : la caractérisa-
tion de la solubilité de 1 en présence de CDs ; l’évalua-
tion de la structure des complexes ; l’étude biologique 
des complexes et enfin la détermination de la solubilité 

des complexes dans l’excipient [26].

Dans un premier temps, un premier criblage a mis en 
évidence l’accroissement de solubilité de 1 en pré-
sence de cyclodextrines composées de 7 sous-unités 
de glucose, bCD et 2HP-bCD (bCD modifiée par des 
groupements 2-hydroxypropyles). Une expérience de 
solubilité de phase en présence de concentrations crois-
santes en 2HP-bCD a corroboré ce résultat et a mis en 
évidence une stœchiométrie 1:1 entre les deux molé-
cules. Ce résultat est également confirmé par une expé-
rience utilisant la méthode des variations continues en 
mesurant le déplacement chimique du proton H-3 de la 
CD par résonance magnétique nucléaire (1H-RMN). De 
plus, une constante de stabilité de 116 M-1 et une effica-
cité de complexation de 0,28 ont été calculées pour des 
concentrations en 2HP-bCD allant jusqu’à 80 mM. Ces 
valeurs sont caractéristiques de ce type de complexe et 
confirment l’inclusion de 1 au sein de la cavité de la CD.

Dans un second temps, une étude de la géométrie du 
complexe par 1H-RMN et par optimisation de géo-
métrie a été réalisée et suggère une interaction de la 
partie aromatique indolique de la b-carboline avec 
la cavité de la CD (Figure 3).

De plus, un test de viabilité cellulaire en présence 
des complexes 1 : 2HP-bCD (IC50=0,18 μM) et 1 : 
bCD (IC50 =0,19 μM) a mis en évidence que la com-
plexation n’affecte pas le pouvoir antiprolifératif de 
1 (IC50 =0,16 μM). 

Finalement, le complexe 1 : 2HP-bCD a été préparé 
dans l’excipient (99,9% NaCl 0,9% m/v et 0,01% 
Tween-80), pour une dose en 1 de 1 mg.kg-1, condui-
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Figure 3 : Structure du complexe entre la bCD (lignes) et 1 
(bâtons) déterminé par optimisation de géométrie.
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sant à une solution et non plus à une suspension. Ce 
résultat confirme que l’objectif posé lors de cette troi-
sième partie du travail a été atteint et permet d’entre-
voir l’étude de l’activité anticancéreuse de 1 après 
administration par voie IV du complexe 1 : 2HP-bCD.
 

5. Conclusions

Au cours de ce projet, un travail pluridisciplinaire a 
été réalisé et a permis de contribuer au développe-
ment et à l’étude approfondie d’une nouvelle molé-
cule combinant aussi bien une activité antiprolifé-
rative de l’ordre du submicromolaire sur diverses 
lignées de cellules cancéreuses, à une importante 
solubilité au pH physiologique. Sur base des résultats 
obtenus dans le cadre de ce travail, il serait intéres-
sant d’évaluer le pouvoir anticancéreux du complexe 
1 : 2HP-bCD sur un modèle murin de tumeur solide, 
après administration IV. Si le pouvoir anticancéreux 
de ce composé est confirmé, il pourra ainsi être éva-
lué de manière plus approfondie dans le cadre du trai-
tement de divers cancers, incluant les gliomes.
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