A ) Al iyl Ay 0 3o Ay ggaa
adad) Gal) g lad) anlaill B ) 3
République Algérienne Démocratique et Populaire
Ministére de I’Enseignement Supérieur et de la Recherche Scientifique

Université Mohammed Seddik Ben Yahia — Jijel-

, . . Bl al) g day dall 9.‘_9 PR
Faculté des Sciences de la Nature et de la Vie o 9 ¢ ?

Département : Biologie Moléculaire et
Cellulaire

Al g 4 plad) L ol gond) o

Mémoire de fin d’études

En vue de I’obtention du diplome : Master Académique en Biologie

Option : Pharmacologie Expérimentale

Théme

Evaluation du profil de stress oxydatif hépatique au cours d’une
exposition aux Métallophthalocyanines chez le rat ayant un
cancer pulmonaire induit par le Benzo(a)pyréne.

Membres du Jury : Présenté par :
Présidente : M™ BOUHAFS. L BOUKRIKA Khawla
Examinateur : M™ MEZAHEM. T TAOUTAOQOU Ibtissam
Encadreur : Dr. BENGEUDOUAR. L TITAH Asma

Année Universitaire : 2016-2017




REMERCIEMENTS

Nos remerciement les plus sincere et les plus chaleureux a dieu
tous puissant qui a insére dans nos coeur la patience et le
courage nous permettrons ainsi de réaliser ce travail.

Nos remerciements a L ‘encadreur Benguedouer Lamia d'avoir
bien dirigé ce travail par ses conseils, sa documentation, sa

compreéhension, sa patience et ses encouragements.

Un grand merci au professeur Lahouel Mesbah d’avoir nous
accueillies dans ton laboratoire avec un grand coeur.

Un merci chaleureux aux membres de jury Mezahem Tassaadit
et Bouhafs Leila pour avoir accepté d’évaluer ce travail et
pour leurs corrections qui sont permis d’améliorer ce
manuscrit.

Notre remerciement s’adresse également a monsieur Bousdjira
Yahia pour son soutien technique et moral. De maniéere
générale, merci a tous [’équipe de laboratoire de département
de la Biologie Moléculaire et Cellulaire pour leur soutien.

Enfin, nous remercions infiniment nos famille, nos amis qui ont

été la dans les bons comme dans les mauvaises moments, pour

leur soutien inestimable et leur accompagnement jusqu’au jour
de la soutenance.




Sommaire

Sommaire
Liste des abréviations
Liste des figures
Liste des tableaux
L] 8 oo [N o! o] o [PPSR .01
Partie bibliographique
Chapitre | : Généralités sur le cancer pulmonaire
[.1. CaNCEr PUIMONAITE. ....occviiieiiiecie ettt ettt e st e s te et e e te e s beesbeaneesbeesreeneesneeneens 02
1.2. Classification des tumeurs broncho-pulmonaires ............cccocveveiieiicii s 03

|.2. 1. Les différents types histologiques de cancers broncho-pulmonaires :

[.2. 1. 1.Les carcinomes EPIdermMOTUES .......ccceoeerirerieisierieee ettt 04
[ .2. 1. 2.1.8S @0ENOCAICINOMES .....c.eeuiteeenieteieieiesie et st ettt sb e be st b e s e sbeabe e esesbeneeneenesee s 04
1.2.1. 3. Les carcinomes & grandes CEHUIES ........ocoiuiiiiiirieiie s 05
| .2.2.Les cancers broncho-pulmonaires a petites CEHUIES .........cccovveiieiiiiiicec e 05
[.1.3. FACLEUIS 0 FISOUE ...eovieeieiieeie et ettt ettt sttt et et te et e st e steesneers e beenbeanaesaeeseennesneennens 05
[.2.Le BENZO(RQ)PYFENE B(A)P ...c.veeveeeieciie ittt ettt sttt ste e aeene s 07
2.1 STTUCTUTE e e bbb .08
1.2.2 Propriétés physicochimiques de B(A)P .......cccoeiieiieiiiiieieece e 08
1.2.3.Toxicité de B(a)P chez I’animal (Génotoxicité et Cancerogenes).......ccocervrererererererreeereens 08
I T I €T o (0 ) ([ (-SSP 08
2 T B O T (o0 o[- 1= SO RPRRTROS 09
[.2.4.Toxicité de B(a)P chez 'hOmmE. ........cccoooiiiiiiiiiiii e 10
1.2 11.2.5.MétaboliSme de B(R)P ...ccveoeiiieiieec ettt ettt 10

41

——
| —



Sommaire

Chapitre 11. La thérapie photodynamique (PDT)

[1.1. La thérapie photodynamique (PDT) ....ccoociiiiiiiiiierieesie e e 12
[1.1.1. Historique de la thérapie photodynamique (PDT) ..o 12
11.1.2.Définition de thérapie photodyNamIQUE ..........ccoceieiiiiiiiiiie e 12
0 Ot I ] T OSSR 13
I1.1.2.2.Principaux facteurs influencant I’efficacité de la thérapie photodynamique ..................... 14
11.1.2.3.Générations des photosensiDIlISALEUIS ...........cceiveiiiieiiee e 17
I1.1.2.4.MécaniSmeE d’ACTION ......ceeiuiiiiiieii ettt teeaesraesreesenreesnaeee s 18
11.2. Les métallophthalocyanings (IMPCS) ......ccviiiiiieiieie ettt 19
[1.2.0. GENEIANIES. .....veeeeee ettt bbbttt ettt et e 19
11.2.2. DETINItion et @PPHICALION .....c.eciiiieiicc et e e ne s 19
[1. 2.1.2 .Les métallophtalocyanines de ZINC ........ccooerieiieieiie e s 20
[1.2.1.2 1. SETUCKUIE ...ttt n e 20
[1.2.2.2 .1, AAMINISTFALION . 1eoviitieiiiiiesie st b e bbbttt e b b beene e 20
11.2.1.2.2.Pénétration et localisation CellUIAIre ... 21
[1.2.1.2 .3.MECANISME A'CTION. .. .veeviiiiiieiie ettt e 21
11.2.1.2.4. Propriétés pharmacOCINELIGQUE. ...........couieriririreieeeeie et 21
11.2.1.2.5.Les métallophtalocyanines de zinC SUIFONEES .........ccoveieiiieiicic e 22
[1.3. SEFESS OXYAALIT ... bbb bbbt .23
I1.3.1. Les especes réactives de I’oxygene (EROS) ......ccvviiiiiiiiiiii e 23
11.3.2. Les mécanismes antioOXYJANTS .........oooieiiirieiieiieiece et 24
[1.3.3. Les systémes antioXydants ENZYMALIQUES ..........ccerirerireriieiiesie et 24
[1.3.4. Principaux antioxydants endogénes Nnon enzymMatiQUES............ccerererereeeeieenieniesieseesieseens 26
11.3.4.1. Glutathion réduit (GSH) ......c.ooiiii e et 26
11.3.4.2. L7aCIAC UTTQUE. ....veireieiee ittt ettt b et st b et bt e et sne e be e b 26

42

——
| —



Sommaire

[1.3.4.3. Les antioXydantS EXOQENES .......eiuerurerueieeieeieseesteesseeseesseessesseesseessssseessesssesssessesssesssesenns 27

I. Matériel et Méthodes

Y = =1 1 SO 28
[.1.1.ENTretien deS ANIMAUX .....cveiviiierieiiiesieieieie ettt sbe bbbt b e b b sbesbenne e 28
1.1.2. Modele eXPErIMENTAl .........ooiiiii et raene s 28
[.1.3. Prélevement des fOIES. .......oeieieie i 29
I.3.Evaluation des parametres de Stress OXYatif ...........cccciiieiiieiiiie i 30
1.3.1. Préparation de la fraction cytosolique du fOI€ .........cccoeiiiiiiiiiiie s 30
1.3.2.Do0sage du glutathion (GSH).........ccoiiiiiiie e 30
[.3.3.D0SAGE U MDA ...t bbbttt bbb 31
1.3.4. Mesure de I’activité enzymatique de la catalase...........cccooeiiiiiiiiiiiice e 31
1.3.5.Mesure de ’activité de la Glutathion S-transférase (GST) .......cccoceviiiiiieeie s 32
1.3.6. ANAIYSE STALISTIQUE ....ccvieiieiiieie ettt te et e st e e e esteereeneesneenneas 33

I1. Résultats et discussion

[1.1.Variation du taUX 08 GSH . .....oiiiiiiiicieeee bbb 34
11.2 .Variation du tauX d& MDA ........cei et teente e sreeeesreesneenneas 36
I1.3.Variation de 1’activité de CAtalaSe .........c..covuiiiriiiiieiiiiiie ettt be e ebeeere e 37
[1.4.Variation de I’actiVIte 08 GST .....cviiiei ettt ettt sre e s ae s s ae e et eere e sree e 38
(@0 T 111 [ o PPN 40
Références bibliographiqUEs. ........ ..o 41
Annexe

Résumé

43

——
| —



Sommaire

——

44

'



Liste des abréviations

Liste des abréviations

PDT : Thérapie photodynamique.
CAT : Catalase.

GSH : Glutathion.

MDA : Malondialdehyde.

GST : Glutathion s-transférase.
MPCs : Metallophtalocyanines.
B (a)P : Benzo (a) pyrene .

10:2: Oxygeéne singulet.

BSA: Bovin Serum Albumin.
CDNB: Chlorodinitrobenzéne.

Cox: Cyclo-oxygénase.

CYPs: Famille cytochrome P.

DTNB : Acide 5,5’-dithiobis-2-nitrobenzeoique.
EOA : Especes oxygénées activées.

GPx : Glutathion peroxydase.

GR : Glutathion réductase.

GSSG: Glutathion oxydé.

H20:2 : Peroxyde d’hydrogene.

HAP: Hydrocarbures aromatiques polycycliques.
NAD* : Nicotinamide adénine dinucléotide oxyde.
NADPH?®: NADPH oxydase.

NADPH, H*: Nicotinamide adénine.

NQO°: Monoxyde d’azote.

NO°2: Dioxyde d’azote.

SOD : Superoxyde dismutase.

NOS : Nitric oxyde synthase.

O : Anion superoxyde .

TBA: Acide thiobarbituric acétique.

TBRAS: Thiobarbituric acide-reactive substances.



Liste des abréviations

TCA: Trichloroacide acétique.
TNB: Acide thiobarbiturique.
CYP450 : Cytochrome P450.
PS: photosensibilisateurs.

ADN : acide désoxyribonucléique.

ZnPcs : Les métallophtalocyanines de zinc sulfonées.

LPO : Peroxydation lipidique.



Liste des fiqures et tableaux 2

Liste des figures et tableaux N° page

Figure 01 : Processus multi-étape du développement d’un Cancer ............ccuvveeeieeienescneneneennns 03
Figure 02 : tructure chimique du benzo [a]pyréne (CANCEIOGENE) .......cccerveererierieinierienieesie e 08
Figure 03 : Principales voies de métabolisation du B(2)P .......ccccevveveiieiicie e 11
Figure 04 : Principe de la thérapie photodynamiqUE............ccoerieirerinineneieese e 14
Figure 05 : diagramme de Jablonski et réaction photochimique de type I et I .......cccoveveieennnnen. 18

Figure 06 : Structure des MPCS. (a) phthalocyanine non meétallée, (b) phthalocyanine
MELAIIEE OU M 2 MEBLA ... .ottt te s e et et e sresnenreeneenes 20

Figure 07 : Schéma d’une métallophtalocyanine de zinc non subSttu€e. ...........ccvrvrverreriererennne 20

Figure 08: Apercu des especes oxygénées activées (EOA) dérivant de I’oxygene et systémes
de protection permettant de limiter I’effet toxique de ces espéces. GSH : glutathion, CI-: anion
chlorure ; MPO : myéloperoxydase, SOD: superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion

peroxydase SEIEN0-UEPENUANTE ..........ciieii ettt sre e 24
Figure 09 : Le protocole de traitement par 185 MPCS ........cccccoiieiiiic i 29
Figure 10 : Réaction d’EIIMan. ........cccoiiiiiiiieieie ettt nneas 30

Figure 11 : La variation de taux en GSH dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimeée au Moyen + ECAt tYPE. ......ooevrirerieiee e 34

Figure 12 : variation de taux en MDA dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimee au MOYeN  ECAI LY. ......uiviiriiiieeie et 36

Figure 13: La variation de I’activité de CAT dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimée au MOYEN  ECAM tYPE. ...ceevviiieieeie e 37

Figure 14 : La variation de I’activité de GST dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimée au MOYEN  ECAM tYPE. ..cc.eevviiieiieiecie et 38

Tableau 01 : propriétés physico-chimiques du Benzo(a)pyrene..........cccecvevveieerieiieseeseeieseenns 08



Synthése bibliographique

Chapitre | : Géneralités sur le cancer pulmonaire

I.1. Cancer pulmonaire

Le cancer du poumon est en nette progression en Algérie depuis les années 1980; on note une
augmentation de 50 % de 1986 a 2000. Actuellement, toutes les données d'incidence disponibles
sont établies a partir des registres du cancer mis en place au centre, & I'Est, et a I'ouest du pays et des
données de I'enquéte nationale sur l'incidence et la prévalence des cancers. En 2002 il a été estimé
22 772 nouveaux cas de cancers diagnostiqués (Hammouda et al., 2002). le cancer du poumon
occupe la premiére place chez I'nomme avec 1681 cas, Il représente 12.3 % de I'ensemble des
cancers masculins (Hammouda et al., 2002) , il occupe la troisiéme position ; apres celui du sein et
du colorectum chez les deux sexes confondus avec 1921 cas, représentant 6.6 % de I'ensemble des
cancers (Hammouda et al.,2002). 1l occupe la premiere position pour les trois registres du cancer
2004(oran, sétif, alger) (A.Nehal et al., 2004).

Chez I'nomme les cancers liés au tabagisme (cancers du poumon et de la vessie) et les cancers
digestifs (cancers colorectaux et de I'estomac) dominent la pathologie masculine, constituant a eux
seuls 44.5 % des cancers masculins (Hammouda et al., 2002).

Au service d'onco-radiothérapie du CHU de Constantine, durant la période (2005-2007), les
cancers du poumon représentaient 5 % du recrutement total. Les cancers bronchiques non a petites
cellules représentent 84 % des cancers bronchiques. Les formes localement avancés ou
métastatiques représentent 80% (Boudaoud ,2009).

Les cancers broncho-pulmonaires comme tous les types de cancers épithéliaux, se développent
selon un processus multi-étapes (Baldi et al., 2008 ): initiation, promotion, progression (Adeline,
2009) :

I.1. 1.Initiation : Cette étape correspond a la formation d’une I1ésion au niveau de I’ADN générée
par une substance génotoxique endogéne ou exogene. Si ces Iésions ne sont pas réparées, ou si la
réparation est fautive, elles conduisent a la formation d’une mutation, transmise aux cellules filles
lors du cycle cellulaire suivant. Les conséquences des mutations dépendent des genes touchés. La
plupart des mutations touchent des régions non codantes de 1I’ADN, n’entrainant aucune
conséquence biologique pour I’individu. Les génes clés de la cancérogénése aboutissant a la

transformation cellulaire si mutés sont de 2 types :
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I.1. 1.1.les proto-oncogeénes : activables en oncogene par mutation : Ce sont des génes associés au

contréle positif du cycle cellulaire, codant pour des facteurs de croissance cellulaire, des protéines

de transduction ou encore des récepteurs membranaires (ex : RAS, ERB, MYC) (Adeline, 2009).

I.1. 1.2.Les genes suppresseurs de tumeurs : qui ont un réle dans le contrdle et la régulation de la

prolifération cellulaire ainsi que dans la réparation et la stabilisation du génome (Adeline, 2009).
Ces geénes codent pour des protéines ayant un réle dans ’arrét du cycle cellulaire afin de

permettre les éventuelles réparations de I’ADN, mais aussi dans ’apoptose et également des

protéines de la réparation (ex : p53, p21) (Adeline, 2009).

I.1. 2.Promotion: les cellules initiées vont se multiplier de fagon clonale entrainant une

accumulation des mutations. Ceci se fait sous 1’action d’un agent dit promoteur (Adeline, 2009).

I.1. 3.Progression :

Cette étape se caractérise également par des mécanismes d’invasion tumorale, de capacités

métastatiques et un mécanisme d’angiogénese permettant d’irriguer la tumeur (Adeline, 2009).

Chimie

R \ Initiation promotion progression
Virus
\\ @

Cellule normale ~ Cellule initiée  Lésions prénéoplasiquesy  Modifications cellulaires
Autonomie de croissance " Tumeur maligne

Figure 01 : Processus multi-étape du développement d’un cancer (Adeline, 2009).
I.2. Classification des tumeurs broncho-pulmonaires
La classification de 2004 de I’Organisation Mondiale de la Santé¢ (OMS) distingue différents types
histologiques de cancers broncho-pulmonaires : les carcinomes épidermoides, les adénocarcinomes,
les carcinomes a grandes cellules et les carcinomes a petites cellules.
Les cancers broncho-pulmonaires non a petites cellules et les cancers broncho-pulmonaires a
petites cellules (CBPPC) différent par leur rapidité d’évolution et les modalités thérapeutiques
utilisées. Les CBPNPC représentent environ 85% des cas alors que les CBPPC, les plus agressifs,

touchent environ 15% des patients (Travis et al., 2004).
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I .2. 1. Les différents types histologiques de cancers broncho-pulmonaires
| .2. 1. 1.Les carcinomes épidermoides

Plus de 90% des carcinomes épidermoides atteignent des fumeurs. Chez ces patients,des lésions
pré-néoplasiques précédent généralement 1’installation d’un carcinome épidermoides puis d’un
carcinome infiltrant. Plusieurs étapes se succédent sous l’effet des carcinogénes du tabac. La
transformation d’une cellule épithéliale bronchique conduit a une hyperplasie, une métaplasie
malpighienne puis une dysplasie. L’épithélium cilié et pseudostratifié devient ainsi pavimenteux et
pluristratifié. Histologiqguement, les carcinomes eépidermoides infiltrants se caractérisent par
I’existence de jonctions intercellulaires et d’une kératinisation (Collins et al., 2007). Demeurant le
plus fréquent en France, avec 40% des cas de cancers broncho-pulmonaires, le carcinome
épidermoide se localise préférentiellement dans une bronche lobaire ou segmentaire. Il se présente
souvent sous la forme d’une tumeur végétante, proximale dans les 2/3 des cas, et est fréqguemment
associé a une pneumonie obstructive.

Lorsque la tumeur est périphérique, une nécrose centrale est habituelle. Elle présente souvent une
extension locale agressive. Il semblerait que I’association de ce type de cancer avec la
consommation de tabac brun et celle de cigarettes sans filtre soit plus marquée.

En immunohistochimie, le marquage des cytokératines de haut poids moléculaire et de
I’EGF-R (Epidermal Growth Factor Receptor) est fréeqguemment positif (Travis et al., 2004).
| .2. 1. 2.Les adénocarcinomes

Les adénocarcinomes représentent 30% des cas de cancers broncho-pulmonaires en Europe et leur
incidence en France augmente réguliérement pour atteindre 50% des cas. Ces adénocarcinomes sont
hétérogénes et sont ainsi divisés en plusieurs sous-types histologiques, acineux, papillaire,
bronchiolo-alvéolaire solide avec production de mucines, le plus fréquent étant la forme mixte qui
associe ces différents sous-types (Travis et al., 2004).

L’adénocarcinome est le plus souvent une tumeur périphérique qui se localise dans les régions
sous-pleurales, entrainant des l€sions non visibles a 1’endoscopie. L’augmentation de sa fréquence
serait expliquée par I’usage de tabac blond et surtout par I’utilisation de filtres.

En microscopie électronique, les cellules des adénocarcinomes, larges avec un noyau tres
irrégulier, possédent a leur surface des microvillosités. Elles se caractérisent également par un
réticulum endoplasmique et un appareil de Golgi relativement abondant et des granules sécretoires.

En immunohistochimie, le marquage de ’antigéne carcino-embryonnaire est le plus souvent
positif de méme que celui des cytokératines de faible poids moléculaire (Travis et al., 2004). Une

partie des adénocarcinomes pulmonaires présente une mutation du gene Kras.
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I .2.1. 3. Les carcinomes a grandes cellules

Le carcinome a grandes cellules ou carcinome indifférencié a grandes cellules, de pronostic
sombre, est une prolifération maligne indifférenciée de cellules a cytoplasme large, a noyau tres
atypique, ne présentant pas de différenciation squameuse ou glandulaire. Ce groupe représente
environ 10% des cancers bronchiques, et comprend les carcinomes a grandes cellules avec des
cellules geantes, les carcinomes a cellules fusiformes et les carcinomes endocrines a grandes
cellules (Travis et al., 2004).
| .2.2.Les cancers broncho-pulmonaires a petites cellules

Le cancer broncho-pulmonaire a petites cellules (15% des cas) est une tumeur endocrine
indifférenciée qui se localise genéralement dans les voies aériennes proximales. La plupart des
patients atteints d’un CBPPC sont des fumeurs. L’accumulation des mutations conduit a une perte
d’activité des genes suppresseurs de tumeur, notamment p53 et RB, une tres forte résistance a
I’apoptose et une importante activité télomérase. Dans la majorité des cas, la tumeur est mal limitée
et envahit trés précocement les relais ganglionnaires hilaires et médiastinaux de méme que les
vaisseaux sanguins et lymphatiques. L’activité mitotique est trés élevée et les tumeurs sont souvent
tres nécrotiques (Guillaume, 2009).

Les CBPPC sont constitués de cellules de petite taille, inférieure a 3 fois celle d’un lymphocyte,
avec un rapport nucléo-cytoplasmique élevé, des limites cytoplasmiques mal définies et une
chromatine finement granulaire sans nucléole visible. Les critéres ultrastructuraux comme la
présence de grains neurosecrétoires, sont tres évocateurs. Les marqueurs immunohistochimiques les
plus utilisés pour le diagnostic de CBPPC sont la chromogranine, spécifique du caractere endocrine,
la synaptophysine et la protéine NCAM ou CD56 (Travis et al., 2004).

1.3. Facteurs de risque

1.3.1. Le tabac

Depuis les années cinquante, il a été demontré formellement que le tabagisme était un facteur de
risque indéniable de néoplasie pulmonaire (Wynderet al.,1950). Il en est méme le premier facteur
de risque, quel que soit le type histologique, méme s’il favorise davantage le développement de
carcinomes épidermoides et d’adénocarcinomes a petites cellules. Il n’y a pas de seuil minimal de
consommation en dessous duquel la consommation tabagique ne présenterait pas un facteur de
risque de cancer du poumon (Fielding, 1988). On sait que 1’élément déterminant pour le risque de
carcinogenese est plus la durée d’exposition au tabac que le nombre total de cigarettes fumées
(Doll ,1978).
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1.3.2.Facteurs professionnels

e L’exposition a ’amiante

L'amiante a été utilisée de fagon extensive pour ses propriétés isolantes et résistantes, dans la
construction des maisons, des écoles et des batiments commerciaux, touchant ainsi une grande
majorité de la population, a des taux néanmoins inférieurs a ceux des métiers a 2A1 un risque accru
de développer un cancer du poumon chez les personnes exposées a I'amiante date de 1955 (Doll,
1978). Le risque de cancer du poumon associé a une exposition a I'amiante varie en fonction du
degré d'exposition, du type de fibre et de la consommation tabagique concomitante. En effet, si le
risque de cancer du poumon est 6 fois supérieur chez les personnes exposées a I'amiante seule, il est
59 fois supérieur chez les fumeurs exposés a I'amiante (Billelo, 2002).
1.3.3.1.Le radon

Le radon représente le second facteur de risque de cancer du poumon apres le tabac (Samet et
al., 2009).Le radon est un gaz inerte produit par la désintégration de I'uranium. Il est présent dans
les sols et les roches, il est capable de diffuser a travers la terre et de ce fait peut étre présent a plus
ou moins forte concentration dans les habitations. Le radon produit des dérivés radioactifs a durée
de vie courte qui émettent des particules a capables de détruire les épithéliums respiratoires (Billelo,
2002). Il existe une relation dose-réponse entre le degré d'exposition au radon et le risque de cancer
du poumon. De plus, il existe une synergie entre I'exposition au radon et la consommation tabagique
(Billelo, 2002).
1.3.3.2.La pollution atmosphérique

L'expertise collective de I'Inserm (Institut national de la santé et de la recherche médicale) etde
I'Afsset (Agence francaise de sécurité sanitaire de I’environnement et du travail) rendue publique en
octobre 2008, a démontré que la pollution atmosphérique, d'origine automobile et industrielle, est
un facteur, certes mineur comparé au tabac, mais qui pourrait favoriser le cancer pulmonaire. Cette
pollution est due a des gaz, comme le dioxyde de soufre (SO2), le dioxyde d'azote (NO2), l'ozone
(O3) et les fumées de diesel (Billelo, 2002).
1.3.3.3.Comorbidités

Comme Tockman 1’a démontré en 1994, a consommation tabagique égale, les patients porteurs
d’une broncho-pneumopathie chronique obstructive (BPCO) ont un risque relatif significativement
plus important de développer un cancer du poumon, quel que soit le type histopathologique de
celui-ci Les fibroses et les cicatrices pulmonaires augmentent aussi le risque du cancer du poumon,

particuliérement celui d’adénocarcinome (Frusch et al ., 2007).
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1.1.2.3.Prédisposition génétique

La relation entre tabagisme et cancer du poumon est indiscutable. Mais, comme seuls 10 a 15 %
des fumeurs réguliers et que des personnes n’ayant jamais fumé développeront cette pathologie, on
pense qu’il existe une certaine sensibilité génétique aux agents cancérigénes environnementaux
(Frusch et al., 2007).

Quelques études se sont concentrées sur le polymorphisme génique au niveau des voies
métaboliques d’activation des substances cancérigénes, des voies de détoxification et des
mécanismes de réparation de I’ADN (Frusch et al., 2007).

Pour se lier a ’ADN et induire des lésions géniques, les hydrocarbures polycycliques
aromatiques (présents dans les cigarettes) doivent étre métabolisés par des enzymes du cytochrome
P450. Le CYP1ALl et le CYP2D6 font partie de celles-ci. Pour le CYP1A1l, le polymorphisme Mspl
et une mutation au niveau du codon 462 de I’exon 7 du géne codant pour cette enzyme (cette
derniére mutation appelée Ile462Val entraine le remplacement de la valine par ’isoleucine a
proximité du site protéique liant I’héme) étaient associés a un risque accru de développer un cancer
du poumon. Les sujets porteurs du phénotype CYP2D6 métaboliser rapide de la débrisoquine
pourraient étre a risque accru de développer une néoplasie pulmonaire, mais les résultats des études
portant sur ce sujet sont contradictoires (Frusch et al., 2007).

La gluthation S-transférase est une enzyme détoxifiant les métabolites réactifs des hydrocarbures
aromatiques polycycliques (Frusch et al., 2007). Certains polymorphismes géniques de cette
enzyme ont été associés au cancer du poumon (Frusch et al., 2007). Une méta-analyse a montré que
les patients ne possédant pas 1’allele GSTM1 étaient plus a risque que ceux le possédant (Frusch et
al., 2007). La conjugaison de la présence de 1’allele CYP1A1 Ile462Val et de I’absence d’alléle
GSTM1 augmenterait de quatre fois le risque de développer un cancer du poumon chez le sujet non-
fumeur (Alberg et al., 2005).
1.2.Le benzo(a)pyréne B(a)P

Les hydrocarbures aromatiques polycycliques (HAP) sont des composés organiques constitués
des carbones et des hydrogénes possédant deux ou plusieurs cycles benzéniques fusionnés, et sont
générés lors de la combustion incomplete de la matiére organique (Adeline, 2009). Parmi ces HAP,
le benzo (a) pyrene serait le plus puissant cancérogéne du tabac impliqué dans la cancérogénese
pulmonaire, générant des mutations médités d’une part par la formation d’adduit a I’ADN et d’autre
part par le stress oxydatif cellulaire qui & son tour peut provoquer ou exacerber les lésions
mutagénes (Adeline, 2009).
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1.2.1.Structure
Le benzopyrene ou benzo[a]pyréne est un composé de formule C20H12, 1l est I’'un des plus

connus des HAP. C'est un polluant persistant préoccupant ; structurellement formé de cing cycles

fusionnés.

région baie

N

Benzo [a] pyréne (cancérogene)

Figure 02 : Structure chimique du benzo [a]pyréne (Adeline, 2009).
1.2.2 Propriétés physicochimiques de B(a)P
A température ambiante ordinaire, le b(a)p se présente sous forme de cristaux jaunes inodores. Il
est trés peu soluble dans I’eau mais solubles dans de nombreux solvants organiques (aromatiques,

chlorés...) (lars ,1973 ; 1990).

Le b(a)p est une substance stable jusqu'a des températures trés élevées. En solution, il s’oxyde sous

I’influence de la lumiére, de I’air et de la chaleur (S.chem ; 1990).

Ses principales caractéristiques sont :

Masse molaire 2552.32

Température de fusion | 175 °C

Température d’ébullition | 475°C a la pression atmosphérique
Densité 1,351

1.2.3.Toxicité de B(a)P chez I’animal (Génotoxicité et Cancérogeénes)

1.2.3.1. Génotoxicité

Le BaP est classé cancérogéne de groupe 1, c’est-a-dire avéré, par le Centre international de

Recherche sur le Cancer. Il est impliqué entre autre chez les rats, souris et hamsters dans

’apparition
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de tumeurs de ’estomac, 1’aesophage, du larynx ou des poumons (Bae et al., 2005; Goyal et al .,
2010; Tung et al., 2014). La formation d’adduits a I’ADN est considérée comme une étape clé dans
les phénoménes de cancer ; elle en serait I’un des événements initiateurs (Miller 1981; 1970). En
effet, les adduit a I’ADN ont des effets mutagénes, carcinogénes et génotoxiques, induisant des
cassures de I’ADN (Li et al., 2007).

Ces adduits se forment entre autres par la liaison d’un métabolite réactif du BaP, le BPDE, sur les

sites nucléophiles de I’ADN, notamment les sites des guanines (Li et al., 2007).
1.2.3.2.Cancérogénese

Le benzo (a) pyrene est un cancérogéne locale et systématique pour des nombreuses especes
animal par voie inhalatoire, oral, cutané, intrachéale par injection et par exposition
transplacentaire.

Par inhalation, une exposition sur toute la durée de la vie induit, chez le hamster, une
augmentation fonction de la dose du taux polypes, papillomes et carcinomes a cellules squameuses
dans le tractus respiratoires supérieur (nez, larynx et trachée) et dans le tractus gastro-intestinal
supérieur (pharynx, cesophage et pré-estomac).

Par voie oral, il induit des tumeurs de I’cesophage, du pré-estomac et d’estomac chez la souris,
le rat, et le hamster. Des adénomes pulmonaires st des leucémies apparaissent chez la souris (250
ppm dans la nourriture pendant 40 j) et des tumeurs mammaires chez le rat (100 mg, une instillation
intragastrique). Des papillomes sont observés aprés une seule dose orale ; cependant, plusieurs
expositions sont nécessaires pour produire des carcinomes (Chen ; 1990).

Par instillation intratrachéale, il induit des tumeurs seul pulmonaires chez le rat, la souris et le
singe et des tumeurs bronchiques chez le hamster (Wyrobeck et al., 1983). L’incidence des tumeurs
pulmonaires est augmentée par coexposition avec des particules (oxyde de fer ou de plomb) ou
certains gaz (dioxyde de soufre).Les résultats équivoques par inhalation chez la souris et le hamster
(Wyrobeck et al., 1983).

Par application cutanée, il induit des tumeurs locales (papillomes et carcinomes) chez le rat, le
lapin et la souris .Chez la souris, la dose minimale efficace est différente selon la souche (0,38 ug a
plus de 94 ug par application). Les résultats sont moins nets chez le hamster et le cobaye (Chen;
1990).

Par injection sous-cutanée, il produites des sarcomes locaux chez la souris, le rat, le hamster, le
cobaye et le singe. Chez le souriceau nouveau-né ; traité pendant les premiers jours de la vie,

apparaissent des hépatomes et/ou des adénomes pulmonaires (Chen; 1990).
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Par voie transplacentaire, il induit des tumeurs pulmonaires et hépatiques chez la souris
Ha/ICR, des tumeurs hépatiques chez les souris A et C57bl, et chez le lapin (Wyrobeck et al.,
1983).

L’application de B(a)P sur la peau de la souris gestante pendant quatre générations induit la
sensibilisation des petits aux effets cancérogénes du B(a)P (augmentation du taux d’apparition des
papillomes et des carcinomes apres application cutanée) (larc ; 1973).

Le B(a)P agit comme initiateur et comme promoteur ; une exposition continue ne serait pas
nécessaire pour que les cellules initiées deviennent des tumeurs, cependant, la présence de B(a)P est
nécessaire pour la progression vers le néoplasme (Chen; 1990).

Le cancérogéne ultime serait le métabolite (+) —anti —benzopyréne -7 ,8-dihydrodiol-9,10-
époxyde qui forme des adduits avec I’ADN (Chen; 1990).
1.2.4.Toxicité de B(a)P chez ’homme

Chez I’homme, les effets toxiques du B(a)P ont été étudiés a partir de mélanges d’HAP.
Cependant, des cancers du poumon, des tumeurs de la peau et du scrotum sont observés chez les
salariés de cokeries, de production d’aluminium, chez les ramoneurs, ainsi que chez les ouvriers
effectuant des revétements routiers (Chen; 1990).Quelle que soit la voie d’exposition, le B(a)P est
rapidement distribué dans I’organisme en quelques minutes a quelques heures. Du fait de sa forte
liposoluble, le B(a)P est stocké dans les glandes mammaires et les tissus riches en graisses. Il est
ensuite relargué progressivement dans la circulation sanguine (lars ;1983).

Le B(a)P et ses métabolites sont principalement éliminés dans les feces (70-75%), seuls 4-12%
étant éliminés par voie urinaire (Chen ; 1990).
1.2.5.Métabolisme de B(a)P

Le B(a)P est transformé en une vingtaine de métabolites oxydés et en un grand nombre de
COMpPOSEs conjugue.

L’oxydation initiale est effectuée par une monooxygénase a cytochrome p450 (CYP).Cette
enzyme microsomiale est présente dans tous les tissus de mammiféres. Y compris la peau avec chez
I’animal , le taux le plus élevé dans le foie (Brooks P, 1977) .L’époxyde hydrolase , contenue dans
la fraction microsomiale de nombreux organes et tissus ( foie ,testicules ,ovaires ;poumons ,riens ,
peau ,intestins ,rate ,thymus ,cerveau et cceur) (Amdur ; Doll ,1996) hydrolyse les époxydes formés
en dihydrodiols , qui sont oxydés a leur tour par une monoxygénase a cytochrome P450 en
dihydrodiol-époxydes.

Chez le rat et la souris, les enzymes d’oxydation appartiennent a la famille des enzymes

humains a cytochrome P450 différent de celles des rongeur : dans le foie et les poumons,
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I’oxydation initiale est catalysée par CYP 1AL puis, I’oxydation ultérieure est effectuée CYP 3A4
(Amdur et Doll ,1996).

Cependant, les métabolites formeés in vitro, dans les cellules ou les explants tissulaires humains
sont identiques a ceux formés chez I’animale (Iarc, 1973 ; 1983).Ces enzymes sont inductibles les
HAP.

Le B(a) -7,8-dihydrodiol-9-10-époxyde, métabolite le plus réactif, se fixe de fagcon covalente
aux macromolécules (désoxyguanoside 1I’ADN, acides diaminés de I’hémoglobine ou de
I’albumine) pour former des adduits. La quantité d’adduits formés in vitro est la plus élevés chez
I’homme puis, par ordre décroissant, le hamster ; le rat et la souris (Dybing ; Huitfedt, 1992). Chez
le rat, aprés administration intra péritonéale, la quantité la plus importante d’adduits a I’ADN se
trouve dans les poumons, elle est en corrélation avec la quantité d’adduits dans les leucocytes
(Dybing ; Huitfedt, 199).

Les adduits a I’ADN son encore détectables 56 jours apres la fin de I’exposition (Qusx, 1996).

IIs sont identiques chez I’homme, ils varient en quantité d’un individu a ’autre en fonction de la
nourriture, des habitudes tabagiques et de la différence d’inductibilité enzymatique due au

polymorphisme génétique (Qusx, 1996).

OO CYP450 péroxydases
e
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Epoxyde Hydrolase =

I I Radical cation du Bla|P
= ' l l 7R,8R diol
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CY‘Fy W‘drodiol déshydrogénase)
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BaP (7R,88) diol (9S8,10R) époxyde (1) anti BPDE B[a]P O quinone

Figure 03 : Principales voies de métabolisation du B(a)P (Amdur et Doll ,1996).
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Chapitre 11. La thérapie photodynamique (PDT)

11.1. La thérapie photodynamique (PDT)
11.1.1. Historique de la thérapie photodynamique (PDT)

Une des principales applications de I’interaction « lumiére-vivant » concerne la thérapie
photodynamique (PDT) comme traitement d’affections localisées en cancérologie et en
ophtalmologie. (Stepp., 2003).

La premiére étude de la PDT a été décrite par Raab en 1897, ou il décrit la mort de paramécies
sous I’action de la lumiére et en présence d’acridine orange (O, 1900). Les premiers essais cliniques
avec 1’éosine ont été réalisés par von Tappeiner et Jesionek en 1903, qui ont introduit le terme de
«thérapie photodynamique» (Von Tappeiner et al., 1904). En 1960, Lipson et al. déterminent les
propriétés photodynamiques de 1’hématoporphyrine (HpD) (Lipson et al., 1960) et en 1972,
Diamond et al. Démontrent que I’HpD, activée par la lumiére blanche induit la régression d’un
gliome expérimental chez le rat. (Diamond et al., 1972). Les effets curatifs de la PDT ont également
été obtenus sur un modéle de tumeur mammaire transplantée chez des souris sensibilisées a la
fluorescéine (Dougherty et al., 1974) . L’application de la PDT pour le traitement des tumeurs
vesicales a été réalisée pour la premiére fois par Kelly et Snell en 1975. (Kelly et al., 1975). Ces
derniers ont observé que ’action de la lumiére en présence de I’HpD, induisait la destruction totale
de tumeurs vésicales humaines transplantées chez des souris nude. Les études précliniques realisées
par Dougherty et al. ont révélé I’efficacité de la PDT dans le traitement de différents types de
carcinomes humains (sein, colon, prostate, endométre, mélanome malin, chondrosarcome,

angiosarcome) (Dougherty et al., 1978).
11.1.2.Définition de thérapie photodynamique

La thérapie photodynamique (PDT) du cancer est un traitement non invasif de petites et
superficielles tumeurs actuellement utilisées dans un certain nombre de pays (Pandey, 2000). La
thérapie est basée sur Il'administration systémique d'un photosensibilisateur de localisation de

tumeurs suivi d’illumination a la lumiere d'une longueur d'onde appropriée.

Les réactions photodynamiques résultantes donner naissance a de I'oxygéne singulet (102) et a
d'autres especes actives d'oxygéne qui menent la destruction du tumeur. L'efficacité de la PDT
dépend du développement de nouveaux médicaments et la capacité de ces médicaments a
s'accumuler selectivement dans les tissus tumoraux en comparaison avec des tissus normaux.

Plusieurs nouvelles
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classes des photosensibilisateurs pour PDT ont atteint le stade des essais cliniques au cours des
derniéres années (Owens, 1980).

11.1.2.1.Principe

La thérapie photodynamique (PDT) est basée sur 1’activation par la lumiére de molécules
photoactivables préférentiellement retenues par les tissus néoplasiques. Sous D’effet d’une
irradiation lumineuse a une longueur d’onde spécifique et en présence d’oxygene, ce PS génére des
ERO ayant des effets cytotoxiques qui conduiront a la mort des cellules tumorales par nécrose ou

apoptose (Agostinis et al., 2011).

L’effet anti-tumorale de la PDT résulte a la fois de dommages directs au niveau des cellules
tumorales, de dommages indirects caractérisés par ’altération de la vascularisation tumorale et
I’induction d’une réaction inflammatoire conduisant au développement d’une immunité systémique
(Agostinis et al., 2011). La contribution relative de chacun de ces mécanismes dépend
principalement du type de PS utilis¢, de I’intervalle de temps entre I’administration et I’exposition a
la lumiére conditionnant la localisation du PS dans la tumeur ou la vascularisation, et du degré de
vascularisation de la tumeur (Agostinis et al., 2011).

Dans le cas d’un traitement anticancéreux, le PS est administré, dans un premier temps, a un
patient, le plus souvent par voie intraveineuse. Une fois dans le sang, le PS, en fonction de ses
caractéristiques physico-chimiques, se lie & certaines protéines plasmatiques (lipoprotéine,
albumine, globuline), qui I’acheminent vers les différents tissus. Dans un second temps, la tumeur
est illuminée localement par une lumiére dont la longueur d’onde correspond au maximum
d’absorption de la molécule photoactivable (Yu et al., 2003). Cette étape s’effectue généralement
par endoscopie lorsqu’il s’agit de traiter les tumeurs dans les organes creux. Un rayonnement laser
est généralement utilisé, guidé jusqu’a la tumeur via une fibre optique et un diffuseur de lumiere
d’irradiation du PS en présence d’oxygene induit des réactions de photo-oxydation qui aboutissent a
la destruction des cellules tumorales ciblées.

De délai entre I’administration et 1’irradiation, pouvant aller de quelques minutes a plusieurs
jours, est appelé Intervalle-Drogue-Lumiere (IDL). Ce délai est fonction de la pharmacocinétique
du PS et de I’application clinique. Il correspond a la durée nécessaire pour une localisation du PS en

faveur de la tumeur par comparaison aux tissus sains (Dougherty et al., 1998).
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PHOTOSENSIBITL.ISATEUR

Intervalle Drogue-Lumiére
=

dDL)

Inradiation

Réactions de photo-oxydation

(OXYGENE)

Direct Indirect
Destruction des Destruction des vaisseaux
cellules tumorales Effets inflammatoires et
immumnitaires

Figure 04 : Principe de la thérapie photodynamique (Dougherty et al., 1998).

I1.1.2.2.Principaux facteurs influencant I’efficacité de la thérapie photodynamique

L’activité photodynamique est influencée a différents niveaux individuellement ou
collectivement par trois principaux acteurs : la lumiére, 1’02, et le PS. Une thérapie efficace exige
la présence de ces trois éléments essentiels dans toutes les régions ciblées et une seule déficience

d’un de ces trois éléments empéche toute activité phototoxique.

11.1.2.2.1. La lumiere

Une excitation efficace du PS nécessite une source lumineuse générant une quantité suffisante de
photons d’une longueur d’onde adaptée aux spectres d’absorption €lectronique du PS. La
photoxicité dépend surtout du type de cellules cancéreuses, de la dose de lumiére administrée et
bien sdr de la localisation intracellulaire du PS.

La lumiere est I'un des trois constituants essentiel de la PDT. De la simple lumiére du jour
jusqu'aux Lasers a longueur d'onde et puissance variables et précises, elle est le facteur déclencheur
de la réaction de la thérapie. La sélectivité du traitement a la PDT peut étre obtenue grace a
I'accumulation sélective du PS dans la tumeur, mais aussi par une illumination tres ciblée sur le
tissu voulu, évitant ainsi tout dommage inutile aux tissus sains environnant. Chaque agent requiert
une longueur d’onde (A) et une intensité spécifiques. La longueur d'onde €mise par les lumieres
d’excitation détermine la profondeur de pénétration sous-cutanée pour atteindre les cellules
cancéreuses. La pénétration de la lumiere (8) dans les tissus est un élément limitant de la PDT. Elle
est influencée par plusieurs facteurs : sa longueur d’onde, le type et la pigmentation du tissu, la

dimension et la localisation de la tumeur ainsi que les caractéristiques d’absorption du PS. Les
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sources de lumiere utilisées sont soit des lampes, soit des Lasers ou des diodes électroluminescentes
(Nowis et al., 2005).

Le coefficient d'atténuation du tissu décrit la diminution exponentielle de I'intensité lumineuse
en fonction de la distance parcourue. A titre d’exemple, la valeur de & dans un rétinoblastome
(tumeur de rétine) est de 1,6 mm a 514 nm, et de 3,3 mm a 630 nm. Pour un tissu de melanome de
cellules B16, pigmenté, 6 a une valeur de 0,5 mm a 630 nm. Des valeurs sont publi¢es dans la
littérature mais les techniques de détermination sont delicates et les résultats ne sont pas toujours
cohérents. La zone allant de 620 a 800 nm est la seule a présenter une relation étroite entre la
profondeur de pénétration de la lumicere et la longueur d’onde de la source lumineuse incidente.
Ainsi, a I’intérieur de cette fenétre thérapeutique, plus la longueur d’onde est élevée et plus la

lumiere pénétre profondément dans les tissus (3-8 mm de 630 a 800 nm) (Nowis et al., 2005).

A 600 nm, la forte capture des photons émis par I’hémoglobine limite fortement la pénétration
de la lumiére dans le tissu. Tandis qu’une lumicre de longueur d’onde supérieure a 900 nm n’émet

pas une énergie suffisante permettant la production de 1’102 (Agostinis et al., 2011).

I1.1.2.2.2.L’oxygéne

L’02 est indispensable au déclenchement de la réaction phototoxique. L’efficacité de la PDT est
proportionnelle a la pression partielle de 1’02 (pO2) et est complétement abolit en son absence
(Henderson et al., 1998) .Plusieurs facteurs influencent la [O2] dans les tissus comme la
vascularisation, les caractéristiques du tissu, I’hétérogénéité et le métabolisme cellulaire (Nowis,
Dominika et al.,2000). La pO2 diminue en fonction de 1’¢loignement du réseau capillaire et
augmente avec le nombre de vaisseaux sanguins. La pO2 dans les tissus humains est largement
inférieure a celle de l'air que nous respirons. En effet, si la pO2 est de 15% au niveau des alvéoles
pulmonaires, elle n’est que de 4% dans le foie, de 3% au niveau de la moelle osseuse et peut
descendre jusqu’a 0,025% au centre d’une tumeur (Ebbesen et al., 2000) . La [O2] varie en fonction
de Pemplacement de la tumeur, donc une tumeur rénale est généralement moins oxygénée qu’une
tumeur pulmonaire. L hypoxie se définit comme une [O2] inférieure aux valeurs physiologiques et
qui ne permet pas de satisfaire aux besoins des tissus. L’hypoxie se situe a une pO2 < 0,5% (Lewis
etal., 1999).

L'oxygénation tissulaire est essentielle dans la réussite de la PDT. Des cellules hypoxigues,

dont I'oxygene est inferieur a 5%, sont résistantes a la PDT. (Macdonald et al ., 2003).
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11.1.2.2.3. L'oxygene singulet

L'oxygéne singulet, qui est I'agent cytotoxique prédominant en PDT, est une espéce tres
réactive dont la durée de vie varie de 10 a 100 Ils dans les solvants organiques, et est réduite a 2 us
dans les milieux aqueux. Son activité est donc limitée a un volume sphérique relativement confing,
pas plus large que I'épaisseur d'une membrane cellulaire (cible importante en PDT) (Macdonald et
al .,2003).

La capacité a produire de lI'oxygene singulet est une quantité déterminée empiriquement que
I'on appelle le rendement quantique de I'oxygene singulet. 1l correspond au nombre de molécules

d'oxygene singulet formées par nombre de photons absorbés (Macdonald et al .,2003).
11.1.2.2.4. Les photosensibilisateurs

On peut définir la photosensibilisation comme le processus suivant lequel un changement
photochimique ou photophysique se manifeste au niveau d’une entité moléculaire, comme
conséquence de 1’absorption initiale de radiations par une autre entité moléculaire appelée agent
photosensibilisant ou photosensibilisateur (Vincent, 2010).

Les PS sont des molécules absorbant la lumicére a une longueur d’onde (A) qui leur est
spécifique et qui sont capables de la transformer en énergie utile. Lors de la PDT, cette énergie

participe a la production d’agents létaux cytotoxiques (Sharman ,1999).

Les molécules utilisées en PDT doivent idéalement présenter les caractéristiques suivantes: (Giulio,
1996).

11.1.2.2.4.1.Physico-chimiques

= grand coefficient d’extinction molaire dans le rouge ou le proche a I’infrarouge.

= faible tendance a ’agrégation en milieu aqueux.

= stabilité en présence de protéines.

= Jongue durée de vie de I’état triplet.

= fort rendement de génération d’102 et/ou de transferts d’électrons aux molécules du
substrat.

= relative stabilité sous flux lumineux.

= forte absorption entre 620 et 800 nm (fenétre thérapeutique).

11.1.2.2.4.2.Pharmacologiques :

= sélectivité vis-a-vis des tissus tumoraux (captation et rétention).
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= haute clairance.

= faible toxicité systémique et courte photosensibilisation cutanée induite (Karrer et al.,1999).

11.1.2.2.4.3. Photothérapeutiques :
= haute phototoxicité.

= absence de potentiel mutagene sous irradiation lumineuse.

11.1.2.3.Générations des photosensibilisateurs :

Il existe de nombreux photosensibilisateurs d’origine naturelle ou synthétique. Ceux utilisés en
PDT sont facilement différenciables selon leur origine tétrapyrrolique ou nontétrapyrrolique
(Connor et al., 2009):
 les photosensibilisateurs non tétrapyrroliques (e.g. les psoralénes, le bleu de méthyléne,
I’hypéricine).

* les photosensibilisateurs tétrapyrroliques, dont la structure est basée sur celle de la porphyrine :
- de 1ere génération: les molécules d’origine naturelle.

- de 2eme génération: les molécules de synthése.

- de 3eme génération: les molécules vectorisées.

Les photosensibilisateurs de 1 ére génération les premieres molécules utilisées en clinique ont
été I'hématoporphyrine (Hp) et ses dérivés purifiés (HpD), comme le Photofrin. Ces composés de
premiere génération présentent néanmoins plusieurs inconvénients majeurs. Leur faible sélectivité
tumorale associée a une clairance lente induit une photosensibilisation cutanée de plusieurs
semaines. Leur faible absorption dans le rouge rend difficile le traitement des tumeurs profondes.
(Konan et al., 2002).

Les PS de 2eme génération: Ces composés synthétiques ou semi-synthétiques (comme par
exemple, le Foscan! ou m-THPC, les phtalocyanines et les phéophorbides) ont été produits dans le
but de dépasser les limites des PS de premiere génération. Ceux-ci possedent un fort coefficient
d’extinction molaire tout en gardant une longueur d’onde d’activation dans la fenétre du rouge
(650-800 nm), un haut rendement de production d’espéces réactives de 1’oxygéne (ROS) et une
clearance rapide. Tous ces PS dérivent d’une structure tétrapyrrolique de type chlorrine ou
phtalocyanine a laquelle peuvent étre ajoutés des substituants. (Mitra et al., 2005 ).

Les photosensibilisateurs de 3eme génération sont des PS de deuxiéme génération modifiés de
maniere a favoriser leur accumulation préferentielle dans le tissu tumoral. Ces modifications, se
traduisent par 1’addition de divers groupements chimiques (acides aminés, sucres, protéines,
polymeres, hydrates de carbone), par le couplage a des anticorps spécifiques ou I’inclusion du PS

dans des vecteurs (liposomes, micelles, nanoparticules) (Pegaz et al.,2006).
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11.1.2.3.Mécanisme d’action

Le principe photophysique de la PDT est illustré par le diagramme de Jablonski (Figure 05).
Apres administration du PS, I’exposition de la tumeur a une lumiere de type laser de longueur
d’onde spécifique, va provoquer la photo-activation du photosensibilisateur, définie par le
changement d’état), le photosensibilisateur acquiert de 1’énergie et passevde celui-ci. Par absorption
de la lumiére (h d’un état fondamental SO a un état excité S2 de courte durée de vie qui va étre
stabilisé par conversion interne au niveau d’excitation singulet le plus bas S1. Cet état étant tres
instable (10-9 s), il va rapidement laisser place a un état intermédiaire dit «triplet» (T1) par passage
inter-systeme. Dans son état triplet de durée de vie plus longue (10-6 a 1s en fonction de son
environnement), le
photosensibilisateur est un agent tres réactif pouvant intervenir dans deux types de réaction
photochimique (Figure 05): la réaction photochimique de type I: cette réaction implique
I’interaction directe du PS ae 1’état excité triplet avec les substrats biologiques se trouvant a
proximité. Elle se traduit par la formation d’ERO et de radicaux libres comme le peroxyde
d’hydrogéne (H203), I’anion superoxyde (O2°) et le radicale hydroxyle (‘OH), reconnus comme de
puissants oxydants d’une grande variété de biomolécules. La réaction photochimique de type Il : le
PS a I’¢état triplet réagit avec 1’oxygénee moléculaire (302) conduisant a la formation d’une espéce
particulierement réactive de I’oxygene, 1’oxygene singulet (102). De par sa forte réactivité
I’oxygene singulet réagit avec un grand nombre de substrats biologiques provoquant des dommages
oxydatifs aboutissant a la mort cellulaire. Les réactions de type | et de type Il peuvent se produire
simultanément. Cependant, la réaction de type Il apparait majoritairement en PDT antitumorale. La
cytotoxicité induite par la PDT est donc principalement le résultat de phénomenes d’oxydation
entrainant la dégradation des acides aminés (histidine, tryptophane, méthionine), et des lipides
composant les membranes cellulaires et les mitochondries (cholestérol, phospholipides) (Dougherty
et al., 1978; Pegaz et al., 2006).

18

—
| —



Synthése bibliographique

Réactions de type |
82 (Oxydo-réduction->Radicaux libres)
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10, (Oxygéne singulet)
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S0

(Radicaux libres)

Figure 05 : diagramme de Jablonski et réaction photochimique de type | et 1l (Dougherty et al.,
1978; Pegaz et al., 2006).

11.2. Les métallophthalocyanines (MPCs)
11.2.1. Généralités

Les phthalocyanines sont sans doute les systemes chromophores les plus étudiés depuis le
début du 20éme siécle. H2Pc est le premier composé de structure macrocyclique de type
phthalocyanine découvert accidentellement par Braun et Tcherniak (Braun et al., 1907). La «
découverte officielle » des phthalocyanines a eu lieu par hasard dans une entreprise produisant des
peintures en Ecosse (Scottish Dyes). Dans cette entreprise, le procédé de synthése de phthalimide
utilisait la réaction entre I’anhydride phtalique et ’ammoniaque dans des récipients en fer. Au lieu
d’obtenir un solide blanc (phthalimide), un produit cristallin, bleu, trés stable qui contenait du fer
été isolé. Linstead a entrepris plusieurs expériences sur des composeés de type MPCs et c¢’est lui qui

leur a donné le nom de métallophthalocyanines (Linstead et al., 1934).
11.2.2. Définition et application

Les MPCs trouvent des applications comme colorants (Tsutomu et al., 2007) dans les peintures,
les encres, les textiles ou bien comme agents de blanchiment pour les lessives (Rabion et al.,2006).
Les MPCs sont egalement rencontrées dans le domaine médical comme agents photosensiblisateurs
pour le traitement du cancer (Holzle et al., 1985 ).

Les métallophtalocyanines (MPCs) sont des complexes macrocycliques aromatiques.
(Quemega et al ., 2011).
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Les MPCs sont des complexes possédant un métal central (alcalins, alcalino-terreux,
aluminium, métaux de transition) lié a un ligand phthalocyanine. La formule développée est
présentée sur la Figure 4. Le systeme moléculaire est constitué de quatre unités isoindole
connectées par quatre atomes d'azote qui forment ensemble un anneau contenant une alternance de
16 atomes de carbone et d'azote. Le métal d'une MPc est au centre d’une structure macrocyclique ce
qui rend le complexe insoluble dans la plupart des solvants organiques. La structure moléculaire des
MPCs est tres proche des pigments naturels comme la chlorophylle dérivee de la porphyrine Les
MPCs ont un caractére aromatique di a la délocalisation de 18 ¢€lectrons m sur ’ensemble de la
molécule. La conjugaison des cycles aromatiques confére aux MPCs une trés haute stabilité
notamment vis-a vis des acides, des bases et de la température. Ces composes sont classés comme

non dangereux (Japan Chemical Industry Ecology-Toxicity & Information Centre. 1995).

N N N N
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Figure 06 : Structure des MPCS. (a) phthalocyanine non métallée, (b) phthalocyanine métallée ou
M : métal. (Ouemega et al ., 2011).

I1. 2.1.2 .Les métallophtalocyanines de zinc

11.2.1.2 .1. Structure
Les métallophtalocyanines de zinc (ZnPcs) incorporent au centre du macrocycle un ion zinc
(Zn2+) et peuvent étre substituées ou non (fig.07). Le zinc ne permet pas l'insertion de ligands

axiaux. Les ZnPcs sont hydrophobes.
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Figure 07 : Schéma d’une métallophtalocyanine de zinc non substituée. (Rodal et al., 1998).

Il.2.1.2 .1. Administration

Compte tenu de leur lipophile, il est nécessaire d'administrer les ZnPcs a l'aide de liposomes,
qui favorisent leur insertion dans les lipoprotéines. Les ZnPcs s'associent a la partie lipidique des
lipoprotéines (Rodal et al., 1998). Ces liposomes peuvent aussi étre liés a des lipoprotéines (LDL ou
HDL) (Fahr et al., 2008) .
11.2.1.2.2. Pénétration et localisation cellulaire

Les ZnPcs pénetrent dans les cellules par un mécanisme de diffusion facilitée, dépendant de la
température, et nécessitant une énergie d'activation de 30 KJ/mol (un mécanisme actif nécessite
environ 100 KJ/mol). L'endocytose n'est pas impliquée dans la pénétration des ZnPcs. Cette
pénétration cellulaire peut se faire, pour les Pcs complexées aux lipoprotéines, par les récepteurs
aux LDL. La ZnPc quitte alors les LDL pour passer la membrane plasmique (fig.07) (Rodal et al.,
1998). Les principales cibles des ZnPcs sont les structures membranaires. On les retrouve dans les
membranes des lysosomes ou des mitochondries, ainsi que dans les mitochondries et I'appareil de
Golgi (Rodal et al., 1998 ).

11.2.1.2.3. Mécanisme d'action

Les ZnPcs induisent principalement des dommages directs sur les systemes membranaires des
cellules malignes (Jori et al., 1998). Par ailleurs, les ZnPcs entrainent des dommages vasculaires
indirects par action sur I'endothélium, ainsi que le relargage d'enzymes a partir des lysosomes par
rupture des membranes des cellules photosensibilisées : hydrolases acides, cathepsine, ~-Nacétyl-
D-glucosaminidase qui participent aussi a la mort cellulaire (Ruck et al., 1996).

Differents organites sont impliqués dans les étapes initiales du processus photochimique.
Quelques signes caractéristiques de I'apoptose apparaissent dans certaines cellules, mais la mort par
apoptose reste négligeable par rapport au phénomene direct de nécrose. Au bout de 24 heures apres

un traitement photodynamique par ZnPcs délivrées dans des liposomes de DPPC ou solubilisées
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dans le Cremophor, on observe une désorganisation totale des tissus tumoraux, les bordures

cellulaires ne sont plus définies et les membranes cytoplasmiques se rompent (Jori et al., 1998) .

Comme tout PS utilise en PDT, les ZnPcs agissent par formation d'oxygéne singulet (<Dv = 0,4
dans un tampon salin phosphate), mais les ZnPcs photo-réagissent aussi par transfert d'électrons

(mécanismes de type 1) (Hadjur et al., 1997).

11.2.1.2.4. Propriétés pharmacocinétiques

Une concentration maximale en ZnPcs dans les tumeurs est observée au bout de 24 heures
apreés administration intraveineuse. Les ZnPcs sont accumulées en grande quantité dans le foie
comme la plupart des PS hydrophobes (Jori et al., 1998). Elles sont éliminées par la bile.
L'élimination totale des ZnPcs se fait apres environ une semaine (Visona et al., 2000). Les ZnPcs
agrégees sont éliminées plus lentement de I'organisme que les formes monomériques (Fahr et al.,
2008).

Les effets secondaires observés sur le lapin & haute dose sont une photosensibilisation et une
dépression respiratoire (Visona et al., 2000).
L'administration par liposome de DPPC ou en solution dans le Cremophor n'a pas d'influence
sur la biodisponibilité des ZnPcs. En revanche, on note des variations de la clairance sérique,
entrainant une persistance éventuelle de la photosensibilisation cutanée (Jori et al., 1998).

L'environnement biologique a une influence sur l'agrégation des ZnPcs. Une étude in vitro
menée sur les cellules d'hépatome de souris MHI34 montre que les ZnPcs étudiées sont
préférentiellement sous forme monomérique dans les cellules tumorales, et sous forme agrégée dans
la peau, atténuant ainsi les effets indésirables de type photosensibilisation. Les cellules tumorales,
compte tenu de leur activité métabolique accrue, contiennent beaucoup plus de LDL que les cellules
saines. Ces cellules tumorales, de par leur caractére hydrophobe, sont donc favorables a la présence

des ZnPcs sous forme monomérique (Tabata et al., 2000).
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11.2.1.2.5. Les métallophtalocyanines de zinc sulfonées

Des membres de la famille de PC meétallisés ont été utilisés pour étudier leurs activités
photothérapeutiques dans diverses lignées de cellules cancéreuses. Une métallophtalocyanine
sulfonée mélangée avec le zinc comme atome central (ZnPcS) est entrée avec succes dans les
cellules et localisée dans les organelles vitales, y compris les mitochondries, les lysosomes et
I'appareil de Golgi. Les composés ZnPcS ont la capacité d'absorber la lumiere & une longueur
d'onde de 680 nm et ont montré des activités photodynamiques, des lésions néoplasiques et de bons
résultats thérapeutiques dans les cellules du poumon, du colon et du cancer du sein (Manoto et
al.,2012, Mfouo-Tynga, et al.,2012). Les effets des activités photothérapeutiques de ZnPcS dans les
cellules cancéreuses du poumon comprennent un changement de la morphologie cellulaire, une
diminution de la viabilité cellulaire et de la prolifération, une augmentation de la cytotoxicité et
d'autres indices de dommages cellulaires. La lumiere activée ZnPcS a entrainé une augmentation de
la production de ROS a la fois monocouche et multicellulaire tumeur sphéroide modéles de cancer
du poumon Manoto, S.L et al .,2013).

Le ZnPcs a été testee sur des fibroblastes pulmonaires de hamster chinois V-79 in vitro et sur des
cellules de tumeur mammaire de souris EMT-6 implantées dans des souris Balb/c. Il en résulte que
les dérivés les moins sulfones, et notamment ZnPcS2, sont les plus phototoxiques (Brasseur et al.,
1988). Cependant, dans le cadre de la recherche in vitro, il est plus facile, pour des raisons de
solubilisation avant utilisation, de travailler avec les molécules les plus hydrophiles. Ainsi, les
ZnPcs les moins sulfonées et donc les plus hydrophobes sont peu utilisées en recherche in vitro

méme si elles semblent les plus efficaces.

La recherche sur les métallophtalocyanines de ZnPc sulfonées aboutit aujourd'hui a des
composés amphiphiles. L'adjonction de substituants naphtoxy sulfonés permet d'augmenter le
caractere lipophile de ces molécules, et permet par ailleurs d'empécher I'agrégation de ces ZnPcs,
compte tenu de I'encombrement stérique de ces substituants. Cette ZnPc substituée par quatre
groupements sulfonaphtoxy posséde un rendement quantique de production d'oxygéne singulet
supérieur de 25% a celui des hématoporphyrines, et agit sur les tissus malins par des mécanismes de
type 1 et de type Il. De plus, sa faible agrégation en solution et son caractére amphiphile lui
conférent une bonne pénétration cellulaire (Swei et al., 2006).
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11.3. Stress oxydatif

Le stress oxydatif se définit comme étant un déséquilibre profond de la balance entre les pro-
oxydants et les antioxydants en faveur des premiers, ce qui conduit a des dégats cellulaires
irréversibles. La réduction univalente de 1’oxygéne résulte dans la formation d’espéces oxygénées
activées (EOA) dont font partie les radicaux libres. Toutes ces espéces sont potentiellement
toxiques pour 1’organisme car elles peuvent inactiver des protéines, induire des cassures au sein de
I’acide désoxyribonucléique (ADN) avec, comme conséquence, une altération du message
génetique, dégrader les sucres, oxyder les lipoprotéines et initier des processus de peroxydation
lipidique au sein de la membrane cellulaire en s’attaquant aux acides gras polyinsaturés. En
situation normale, les EOA sont produites en permanence par notre organisme (role physiologique)
mais un systeme efficace de défenses antioxydants (vitamines, enzymes, oligoéléments...) permet

de réguler cette production afin de prévenir tout dégat cellulaire excessif (Pincemail et al., 1999).
11.3.1. Les espéces réactives de I’oxygéne (EROs)

Les espéces réactives de I'oxygeéne sont produites d'une maniére accrue lorsque la régulation du
métabolisme de lI'oxygéne est perturbée (stress oxydant). Ces derniéres sont formées en tant que
sous-produit naturel du métabolisme normal de l'oxygéne et ont un réle important dans la
signalisation cellulaire. Paradoxalement, Ces espéces deviennent «pathologiques» lorsqu’elles sont
formés en grandes quantités, Cette production radicalaire est dommageable si elle est prolongée ou

incontr6lée, dépassant les capacités de neutralisation et donne lieu au stress oxydant (Favier, 2003).
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Figure 08 : Apercu des espéces oxygénées activées (EOA) dérivant de 1’oxygéne et systémes de

protection permettant de limiter 1’effet toxique de ces espéces. GSH : glutathion, CI-: anion chlorure
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; MPO : myéloperoxydase, SOD: superoxyde dismutase, Se-GPx : glutathion peroxydase séléno-
dépendante (Pincemail et al., 1999).

11.3.2. Les mécanismes antioxydants

Peut étre considérée comme antioxydante une molécule qui, étant présente en une faible
concentration par rapport a celle d’un substrat oxydable, retarde ou empéche significativement
I’oxydation de ce substrat (Halliwell et Whiteman, 2004). Les systemes antioxydants sont de deux
types, soit des molécules qui captent rapidement les ERO, soit des systémes enzymatiques
catalysant la conversion des molécules prooxydantes (Salvayre et al., 2013).

Les principaux systémes antioxydants comprennent les enzymes antioxydantes tels que les
superoxydes dismutases, la catalase et plusieurs formes de peroxydases a glutathion, et les
antioxydants non enzymatiques tels que la transferrine, 1’albumine, la vitamine C, la vitamine E, le
glutathion et I’acide urique (Menon et al., 2007 ; Tessier et al., 2008 ; Suryanarayana et al., 2007 ;
Krzystek-Korpacka M et al., 2011) .

11.3.3. Les systémes antioxydants enzymatiques

Ce sont des enzymes douées d’activité antioxydante qui leur permet de diminuer la quantité
des ROS dans la cellule en présence de leurs co-facteurs. Parmi ces enzymes on cite :

Les superoxydes dismutases (SOD), constituent la premiere ligne de défense contre le stress
oxydatif. Ce sont des métalloprotéines qui catalysent la dismutation de 1’anion superoxyde en
H202. Ce dernier étant moins réactif et il pourra étre pris en charge par des enzymes a activité
peroxydase. La SOD a besoin d’oligoéléments pour fonctionner correctement et dans la nature
permet de distinguer trois isoformes de la SOD (Fridovich, 1995) ; la CuzZn-SOD présente dans le
cytosol, la SOD a Manganese située dans les mitochondries et une forme CuZn-SOD
extracellulaire.

2072+ 2H* » Ozt H202
La catalase est principalement localisée dans les peroxysomes et dans les érythrocytes.

La glutathion peroxydase (GPx) est la plus importante enzyme neutralisante de I’H202 chez les
mammiferes. Elle est formée de quatre tétrameéres contenants chacune des atomes de sélénium
incorporés dans une molécule de sélénocystéine. Elle assure la réduction du H202 en eau, des
hydroperoxydes organiques (ROOH) en alcools (ROH), et des espéces radicalaires en espéces non

radicalaires en utilisant comme donneur d’¢électrons le glutathion réduit (GSH).
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H202 + 2 GSH . 2 H20 + GSSG
ROOH+2GSH ___, ROH*GSSG +H20

Les molécules de GSSG ainsi obtenues sont réduites par le glutathion réductase a 1’aide du co-
facteur NADPH sous forme réduite (NADPH, H+). La GPx est présente dans les liquides
extracellulaires, et dans les cellules au niveau du cytosol, dans mitochondries et des membranes
(Comhair, 2002). La GR est également localisé dans le cytosol et les mitochondries.

Les thiorédoxines peroxydase (Prx) ont été découvertes récemment et leur activité antioxydante
a fait I’objet de plusieurs travaux. Les Prx sont des enzymes a activité antioxydante intrinseque
comme toutes les protéines a groupement thiol (-SH). Elles réduisent I’H202, le peroxynitrite et de
nombreux hydroperoxydes en utilisant la thiorédoxine comme donneur d’électrons. Elles sont
présentes dans le cytosol, les mitochondries, les peroxysomes associés au noyau et aux membranes
(Wood, 2003).

Les Glutathion-S-transférases (GST) représentent une famille d’enzymes multifonctionnelles
essentiellement cytosoliques. Ce sont des enzymes de détoxification glutathion dépendante, qui

catalysent la conjugaison du GSH de nombreux substrats (Perrin, 2007).
11.3.4. Principaux antioxydants endogénes non enzymatiques
11.3.4.1. Glutathion réduit (GSH)

Le glutathion (GSH) est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) connu par son
puissant pouvoir antioxydant (Menon et Goswami, 2007 ; Douris et al., 2009).

Le glutathion est principalement synthétisé par le foie et représente le premier systeme de
défense antioxydant non enzymatique des cellules. Il intervient dans la syntheése d’importantes
macromolécules et avec la glutathion peroxydase dans la protection contre les EAO (Yu et al.,
2003).

Le GSH est tres abondant dans le cytosol, dans le noyau et dans la mitochondrie ou il est
I’antioxydant soluble majeur de ces compartiments cellulaires (Masella et al., 2005). La forme

réduite du glutathion est le GSH et la forme oxydée est le glutathion désulfure (GSSG).

Un environnement oxydatif entraine une modification rapide des groupements thiols des
protéines (protéine-SH). Des réactions d’oxydation aboutissent a des acides sulféniques (protéine-
SOH) et a des radicaux thiyls (protéine-Se). Ces produits partiellement oxydes réagissent avec le
GSH et forment des protéines S-glutathiolées (protéine-SSG) (Valko et al., 2006). Ces protéines-
SSG entrent dans le cycle du GSH ou elles sont réduites, par la glutathion réductase, la
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glutarédoxine et la thiorédoxine, en groupements thiols protéiques (protéine-SH). Cependant, si le

processus d’oxydation des groupements thiols n’est pas piégé par le GSH, on assiste a la formation
irréversible d’acides sulfiniques (protéine-SO2H) et d’acides sulfoniques (protéine-SO3H) (Valko

et al., 2007).

11.3.4.2. L’acide urique

L’acide urique comme produit final du métabolisme des purines, augmente dans le plasma lors
d’efforts physiques intenses (Baillie et al., 2007). Il a été proposé comme un des meilleurs
antioxydants du plasma in vivo, ou il pourrait contribuer a 35-60% de la capacité antioxydante totale
(Finaud et al., 2006 ; Johnson et al., 2009). L’acide urique peut étre oxydé en différents produits
(Hellsten et al., 2001), puis est régenéré par la vitamine C (Vasconselos et al., 2007). Il subsiste
certains doutes quant a une réelle fonctionnalité antioxydante de I’acide urique, dont I’augmentation
peut aussi bien avoir des consequences pro que antioxydantes (Baillie et al., 2007 ; Gersch et al.,
2009 ; Johnson et al., 2009).
11.3.4.3. Les antioxydants exogenes

Les ROS peuvent étre produits par des agents physiques comme les rayonnements (rayons
ionisants X, gamma, ou des rayons ultraviolets) capables de produire des anions superoxyde ou de
I’oxygene singulet apres activation de photosensibilisants (Ghazi, 2011).

L’ingestion d’alcool est suivie de la formation de radicaux libres selon divers mécanismes
impliquant principalement la xanthine oxydase et 1’aldéhyde oxydase qui peuvent oxyder le
métabolite principal de I’éthanol, I’acétaldéhyde, avec production de superoxyde. L’éthanol stimule
¢galement la production d’anion superoxyde par induction de la transcription des NADPH oxydase,
NADPH cytochrome réductase et du cytochrome P 450 (Milane, 2004).

Des toxiques tels que le monoxyde d’azote (NO°) et le dioxyde d’azote (NO°2), présents dans
notre environnement (goudron, tabac, polluants industriels...etc.), participent a la genése de
radicaux libres. Ils sont responsables d’une auto-oxydation des acides gras polyinsaturés des
alvéoles pulmonaires. Le NO° et le NO°2 peuvent aussi réagir avec 1’anion superoxyde et le
peroxyde d’hydrogene produit par les macrophages au niveau des alvéoles pulmonaires pour former
de puissant oxydant ; le peroxynitrite (ONOQ?®) et le radical OH° (Pincemail et al., 1998).

Une large variété de xénobiotiques (toxines, pesticides et herbicides) et médicaments (antibiotiques
et anticancéreux) peuvent contribuer a la production des EOA qui se forment comme produits de

leur métabolisme in vivo (Martinez -Cayuela, 1995).
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Etude expérimentale

I. Matériel et Méthodes
1.1 .Matériel
1.1.1.Entretien des animaux

Les animaux utilisés au cours de cette étude sont des rats Wistar Albinos males pesant environ 200 g
provenant de I’institut pasteur, Alger (Algérie). Apres une mise en quarantaines delO jours, les
animaux ont été conservée dans des conditions standard d’élevage avec une température de 20-25°C,

hygromeétrie de 60% et un cycle jours-nuit 12 /12h, et avec acces libre a I’alimentation et a I’cau.
1.1.2. Modéle expérimental
La présente étude a été réalisée sur un modele expérimental de cancer pulmonaire

les animaux sont repartis en deux grandes groupes ;le premier groupe (n=13) a servie a I’induction
tumorale par le B(a)P administré en dose unique de 100mg/kg dissous dans I’huile d’olive par voie
intra-péritonéale (Venkatraman M et al., 2009) , apres 14 semaines, un rat a été sacrifié le poumon a
été fixé dans le formule et soumis a unexamen histologique(annexe.7) au niveau du laboratoire

d’anatomopathologie de I’hopital de Jijel.

L’analyse histologique ayant confirmé la présence des nodules pulmonaires. Nous avons répartis les
animaux traités par B(a)P en deux groupes (n=6), un des deux groupes a recu un traitement par les
MPCs en IV et I’autre le véhicule (DMSO a 10% dans 1’eau physiologique)

Le groupe 1 : (ttmoins n=6) a servi de témoin en recevant en IP 0,5 ml d’huile d’olive excipient de
dissolution du benzo(a)pyréene et 0,2ml d’une solution saline (NaCl a 0.9%) de DMSO a 10% par

voie intraveineuse.

Le groupe 2 : (traités par MPCs seule n= 3) les animaux ont recu une dose de 2mg/kg de
Meétallophthalocytanines dissoutes dans une solution saline (NaCl a 0.9%) de DMSO a 10% par voie

intraveineusequatorze semaines apres I’induction tumorale.

Le groupe 3 : (traités par B(a)P seul n= 3) regroupent les animaux recevant une dose unique de

benzo(a)pyréne de 100 mg/Kg dissout dans I’huile d’olive et administrée par voie intrapéritonéale.
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Le groupe 4: (traités par B(a)P associé au MPCs (n=3) regroupent les animaux recevant une dose
unique de benzo(a)pyréne de 100 mg/Kg dissout dans I’huile d’olive et administré par voie
intrapéritonéale suivi par une dose de 2 mg/kg des métallophthalocyanines dissout dans une solution
saline (NaCl a 0.9%) de DMSO a 10% par voie intraveineuse apres 14 semaines de I’induction
tumorale.

Aprés 12h  de traitement nous avons exposes les rats entiers a la lumiére a ’aide d’une lampede
2.5w /cm?pendant 6 min. Aprés irradiation, les rats ont été placés dans une piéce sombre et aprés 5

jours les rats ont été sacrifiés (Huang et al., 2001).

3. L’injection des MPCs par voie IV. 4. Exposition a la lumiére (6min).

Figure 09 : Le protocole de traitement par les MPCs

1.1.3.Prélevement des foies

Tous les animaux ont été sacrifiés apres anesthésie par le chloroforme le 5éme jours de traitement par
les métallophthalocyanines correspondant a une durée totale d’étude de 15semaines.

Apreés le sacrifice, chaque foie a été collecté, lavé a plusieurs reprises dans le NaCl 9%.. Les foies

sont stockés a - 20 °C jusqu’a leur utilisation ultérieure pour les mesures tissulaires.
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I.2.Evaluation des paramétres de stress oxydatif
1.2.1. Préparation de la fraction cytosolique du foie

Pour préparer la fraction cytosolique, nous suivons la méthode décrite par Igbal et al. , 2003.

Pour cela 1g de foie est prélever et directement plongé dans trois volumes de tampon phosphate
(0,1M pH 7 ,4) contenant de KCL 1,17% .Apreés découpage en morceaux on fait ’homogénéisation
a I’aide d’un broyeur de DOUNCE, I’homogénat est centrifugé 2000 rmp pendant 15 min a 4C°pour
éliminer les débris nucléaires, le surnageant est centrifugé 9600 rmp pendant 30 min a 4C°. Le

surnageant ainsi obtenu est utilisé comme source enzymatique cytosolique.
1.2.2.Dosage du glutathion (GSH)

Pour le dosage du glutathion, la méthode colorimétrique par le réactif d’Ellman (DTNB) est la plus
utilisée (Ellman, 1959).

Les thiols (-SH) réagissent avec la molécule de DTNB, par rupture de pont disulfure pour donner le
2-nitro-5-thiobenzoate (TNB-), qui s'ionise au TNB-2 dans I'eau a pH neutre et alcalin. Cet ion de

TNB-2 a une couleur jaune.

NO Iabsorbe a4qilz2 nrnl
2

COOH @l R FNOZ N1
Hs’©:c00H+ IEl_s"-s/EZc'

TNB mixed disulphids
2-nitro-5-thio benzoic acid

S
1
S
Q’coo"
NO,,

DTNB
5.5'-dithio-&ss-(2-nitrobenzoic acid)

FigurelO : Réaction d’Ellman(Ellman, 1959).

Le dosage consiste en 1’adjonction de 25ul de surnageant, dilués dans 5 ml de tampon phosphate
(NazHPO4, 0,1 M ; pH = 8). A 1,5 ml de ce mélange, 10ul de DTNB (0,01 M) sont additionnés ; une
couleur jaune se développe aprés 15 min d’incubation. La lecture de la densité optique est effectuée
a 412 nm (JENWAY 7315 Spectrophotometer), contre un blanc préparé dans les mémes conditions
avec le tampon phosphate.

Les concentrations sont exprimées en millimoles de glutathion/gramme de tissu (foie). Elles sont
déduites a partir d’'une gamme étalon de glutathion (Annexe2) préparée dans les mémes conditions

que le dosage.
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1.2.3.Dosage du MDA

Le Malondialdéhyde est I’un des produits terminaux formées lors de la peroxydation lipidique .mais
il existe d’autres entités radicalaires, qui peuvent également se former au cours de la peroxydation
lipidique. Ces entités sont connues sous le nom TBARS (Thio Barbituric Acid Reactive substances).
Le test de TBARS est le plus couramment utilisé pour déterminer indirectement la peroxydation
lipidique, en mesurant le taux du MDA (Ohkawa etal.,1979).
Le MDA est mesuré en utilisant la réaction de deux molécules d’acide Thiobarbiturique avec une
molécule d’ MDA a chaud en milieu acide pour former un adduit de couleur rose absorbant a 530 nm
et extractible par les solvants organiques comme le n-butanol. A 0,5 ml TCA 20% et 1ml du TBA
0,67% (0,67% dans le NaOH) sont ajoutes 0,5 ml de la fraction cytosolique. Le mélange est chauffé
a 100°C pendant 15 minutes, il est ensuite refroidi puis additionné de 4 ml de n-butanol et centrifuge
a 3000 rpm pendant 15 minutes. La densité optique est déterminée sur le surnageant au
spectrophotomeétre a 530 nm (Ohkawa et al.,1979).
Les concentrations du MDA est obtenu a partir d’une gammed’étalon préparée dans les mémes
conditions en utilisant le tétraethoxypropane (TEP) qui donne le MDA apres leur hydrolyse.
Les concentrations du MDA sont calculées selon la formule suivant :

[MDA uM/g]=D0/0,0184

1.2.4. Mesure de P’activité enzymatique de la catalase

L’activité de la catalase est déterminée par la méthode de Claiborne (1971).Le principe est basé sur
la disparition de 1’H202 en présence de la source enzymatique a 25°C. La cuve de mesure contient
un volume final de 1,475 ml, 1,45 de tampon phosphate (KH2PO4 0.1 M, pH 7.4), et le peroxyde
d’hydrogéne (0.019 M),0.025 ml de la fraction cytosolique dilué¢ 1/10°™ .La lecture de la DO est
effectuée a 240 nm chaque minute pendant 3minutes. Le blanc est préparé dans les mémes conditions
sans source enzymatique.

L’activité enzymatique de la catalase est exprimée en UI/min/mg de protéines :
Activité spécifique de la Catalase = (2.303/T x log DOo / Dot)/[protéines]

Les résultats sont exprimés en unité Ul/mg de protéines totales.
Avec :

T= Durée de la mesure (min).

DOo= Densité optique a 1’instant to.

DOw= Densité optique a I’instant t.
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[Protéines] : concentration des protéines (mg/ml).
I.2.5.Mesure de I’activité de la Glutathion S-transférase (GST)

L’activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et collaborateurs de 1974.Elle consiste
a fournir a I’enzyme un substrat .en général du chlorodinitrobenzéne(CDNB) qui réagit facilement

avec de nombreuses formes de GST et de glutathion.

Un meélange de 1,7 ml  de tampon phosphate (Na2HPO4, 0.1M, pH6.5) et de 100 ul de CDNB (20
Mm) a été prépare, et a été incubé a 37 C pendant 10 min. La réaction est déclenchée par 1’addition a
ce mélange de 100 pl de solution de GSH 20 mM et 100plde fraction cytosolique dilué 1/200™ au
temp zéro (Habig et al.,1974).

L’augmentation de 1’absorbance a 340 nm est enregistrée pendant 5 minutes avec une minute

d’intervalle contre un blanc préparé dans les mémes conditions avec le tampon phosphate .

L’activité¢ spécifique est définie comme étant 1’unité d’activité enzymatique par
mgdeprotéinesmesurées par la méthode de Bradford. Une unité d’activité enzymatique est
définiecomme étant la quantité d’enzyme catalysant la formation de 1umol de complexe par minute

[constante d’extinction molaire du complexe formé £ = 9.6 mM™ cm™] (Habigetal.,1974).

L’activité spécifique de la GST (umol/min/mg de protéines) est calculée par la relation suivante :

& Absb340 % Vt 1 "
GST activité (umol/'min/mg de protéines) — ; nin test w  ox— .
( Vez 5.6 E ) | [Protéines]

Sachant que : AAbsb340/min test : différence de 1’absorbance ;

Vt : volume total de la cuve (ml) ;

Vez : volume de la fraction cytosolique ajouté (ml) ;

F : facteur de dilution ;

[Protéines] : concentration des protéines (mg/ml) évaluée par la méthode de Bradford.
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1.3. Dosage des protéines totales

Les proteines totales sont dosees par la méthode de Bradford (1976). Cette méthode est basée sur
le changement de coloration du réactif de Bradford, le bleu brillant de Coomassie, qui développe en
présences des protéines une coloration bleue quantifiable a 595 nm. Et dont I’intensité est
proportionnelle a la quantité des protéines présentes dans 1’échantillon (Bradford, 1976).
La fraction cytosolique est au préalable diluée au 1/10°™ dans I’eau distillée. 25l d’échantillon dilué
sont ensuite ajoutés a 1 ml du réactif de Bradford (BBC). Aprés agitation la réaction se produit a T°
ambiante pendant cinq minutes puis 1’absorbance est lue a 595 nm.
Les résultats sont déterminés a partir d’une droite d’étalonnage de protéines standards obtenus avec
I’albumine sérique bovine (BSA) [0,031-1 mg/ml] et sont exprimés en mg/ml(Annexel) (Bradford,
1976).
1.3.6.Analyse statistique

Les résultats sont donnés sous forme de moyennes et d’écart-types. L’évaluation statistique est
effectuée en utilisant le test de Student (T). La valeur trouvée par le calcul de T peut affirmer que les
populations sont différentes par rapport au témoin négatif avec un risque d’erreur « p » tel que :

= P> 0.05 (ns) : la différence n’est pas significative.

= 0.05>P>0.01 (*) : la différence est significative.

=  P<0.01 (**) : la différence est hautement significative.

= P<0.001 (***) : la différence est trés hautement significative.

Le calcul statistique est réalisé par : EXCEL 7.0 (microsoft, USA).
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Il. Résultats et discussion
Le but de notre travail est de déterminer le statut oxydatif hépatique apres traitement parles
métallophtalocyanines dans le cas d’un cancer pulmonaire induit par B(a)P, pour cela nous avons
d’abord induit le cancer pulmonaire chez les rats wistar albinos par une injection intrapéritonéale
unique de 100 mg/kg de B(a)P.Aprés 14 semaines nous avons traités les animaux par une injection
intraveineuse de métallophtalocyanines a la dose unique de 2mg/kg. A la fin de traitement, les
animaux ont été sacrifiés et les parameétres de stress oxydatif sont évalués. .
Afin de déterminer le statut oxydatif hépatique, quatre parametres ont été évalué. Les résultats du
dosage de glutathion cellulaires, des activités enzymatiques de catalase et GST, ainsi que le taux du
MDA dans le tissu hépatique des groupes témoins et expérimentaux sont présentésdans les figures11,
12, 13,14,

Les résultats obtenus montrent que les animaux atteints du cancer du poumon et les animaux traité
par les métallophtalocyanines montrent une baisse dans les antioxydants enzymatiques (catalase,
GST).Une augmentation dans les antioxydants non enzymatiques (GSH) et de la peroxydation
lipidiques (MDA).

I1.1.Variation du taux de GSH

Les résultats des Variations du taux de GSH sont illustrés par la figure 11 ci-dessous.

Témoin BaP+MPC

tissu

S N W B~ o (op} ~N O
1 1

Concetratuin de GSHmMM /g de

Figurell : La variation de taux en GSH dans le foie des rats des groupes expérimentaux. Chaque
valeur est exprimée enmoyenne + écart type. Test T de Student (comparaison par rapport au
contr6leP<0,05 : significatif(*), P<0 ,01 : hautement significatif (**) et P<0.001 : Tres hautement

significative (***).

34

——
| —



Etude expérimentale

Ces résultats montrent que la concentration hépatique en GSH diminuée est chez les rats traités par
les metallophthalocyanines seul (4,645 +1,022 mM/g de tissu) que chez les rats témoins (5,397 £1,27
mM/g de tissu). Ceci peut étre expliqué par le fait que les métallophthalocyanines entrer dans la
réaction de conjugaison du GSH. L’évaluation du taux de GSH sous I’effet de d’un traitement par les
MPCs a été mise en évidence in vitro chez les cellules cancéreuses .Selon Krajewska et al.,2003 .Le
phtalocyanine au zinc (ZnPc) a diminué viabilité cellulaire et la concentration de GSH dans les
cellules cancéreuses d’ovaires de Hamster(CHO K1)(€étude in vitro) .Ces résultats sont d’accord avec

nos résultats.

Une diminution significative du taux de GSH hépatique chez les rats traités par B(a)P (3,807 +£0,072
Mm/g de tissu) ceci par comparaison avec le lot témoin. Le GSH est un élément crucial du
mécanisme de défense antioxydant, fonctionne comme un capteur direct es radicaux libres réactifs
ainsi que la source non protéine de thiol la plus abondante. 1l a plusieurs rdles physiologiques vitaux
comme la détoxification des xénobiotiques. Le transport des acides aminés (Lin and Yabg, 2007).
La déplétion de GSH est certainement due a sa consommation lors des réactions de conjugaison avec
les métabolites du B(a)p. Les produits de la peroxydation lipidique et le peroxyde d’hydrogéne
(Rahman and Mac Nee, 1999).

Concernant les rats ayant recu une association de B(a)P +MPCs , on note une diminution tres
significative (P<0.05) (1,863+0,458 m/g de tissu).vis a vis aux groupes témoin.Cette diminution de
la réserve en GSH est peut étre due a un effet pro-oxydant du traitement par les
métallophtalocyanines. Ceci a été témoigné dans 1’étude de Daicoviciu (2008). et aussi 1’effet pro-

oxydant de benzo(a)pyrene (Rajat et al.,2007).
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1.2 .Variation du taux de MDA

Les résultats des Variations du taux de MDAsont illustrés par la figurell ci-dessous

25 ~

[MDA]uM/g de tissu
[ = N
o ol o

ol
1

Témoin Bap MPC BaP+MPC

Figure 12 : variation de taux en MDA dans le foie des rats des groupes expérimentaux. Chaque
valeur est exprimée au moyen * écart type. P<0,05 : significatif(*), P<0 ,01 : tres significatif (**) et
P<0.001 : Tres hautement significative (***).

Nous avons constaté une augmentation significative (p<0,05) de taux de MDA chez les rats traités
par B(a)P (21,385+0,567uM/g de tissu) par rapport aux rats témoins (16,702+13,003 uM/g de
tissu) .La peroxydation lipidique est reconnue comme une réaction extrémement importante dans les
processus physiologique et toxicologique. Les hydroperoxydes lipidiques formés par 1’attaque des
radicaux libres généres par B(a)P sur les résidus d’acides gras polyinsaturés des phospholipides

produit finalement un malondialdéhyde mutagéne et cancérogene (Sethilathan et al.,2006).

Des études ont montré que 1’administration de B(a)p provoque un stress oxydant reléve par
I’augmentation du MDA qui est un marquer de peroxydation lipidique (Valko et al.,2006).

Le groupe d’animaux qui recevant les MPCs (21,177+1,927uM/g de tissu) présente une augmentation
de taux du MDA a celui observé chez le groupe d’animaux témoin, aussi il a été enregistrés chez les
rats traités par 1’association B(a)P + MPCs (20,887+2,372 uM/g de tissu).

Cette augmentation peut s’expliquer par 1’effet peroxydant des metallophtalocyaninespar leur
mécanisme photochimique qui permet la formation des radicaux libre et 1’oxygene singulet (Wel
etal., 2006). et aussi 1’effet pro-oxydant de benzo(a)pyréne (Rajat et al., 2007).
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11.3.Variation de Pactivité de catalase

Les résultats des Variations de I’activité de CAT sont illustrés par la figurel2 ci-dessous.

0,014
[P
< 0,012
=Y)]
E
5 0,01 *
= . 0,008 L

o
O = o
e < 0,006
3
= 0,004
§ **%k
= 0,002 ﬂ
0
Témoin Bap MPC BaP+MPC

Figure 13 :La variation de I’activité de CAT dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimée au moyen * écart type. P<0,05 : significatif(*), P<0 ,01 : tres
significatif (**) et P<0.001 : Trés hautement significative (***).

L’activité enzymatique de la CAT hépatique montre une diminution significatif (P<0,05) concernant
les rats traités parB(a)p seul (0,008+ 0,0004 Ul/mg de protéines) par rapport au groupe témoin (0,010
+ 0,001 Ul/mg de protéines).La catalase est une enzyme du systéme antioxydant, sa fonction est de
catalyser la dégradation du peroxyde d’hydrogéne génére au cours de stress oxydatif et limiter les
effets des molécules oxydantes dans les tissus, aussi joue un réle dans la défense contre les dommages
oxydatifs cellulaires comme piéger des radicaux libres (Gutteridge, 1995) . La diminution de
I’activité enzymatique peut refléter une réduction de la capacité des mitochondries et des microsomes
d’¢éliminer le H202 produit en réponse au B(a)P (Lehucher-Michel et al.,2001).Ce qui explique sa
diminution dans le groupe d’animaux traités par le B(a)P en comparaison avec les animaux du groupe

témoin.

Nous avons relevé une diminution tres significatif (P<0,01) de I’activité enzymatique chez les
rats traités par métallophthalocyanine seul (0,004 + 0,001 Ul/mg de protéines) en comparaison avec
le groupe témoin, cette diminution due a I’effet peroxydant des métallopthalocyanines par leur
mécanisme photochimique qui permet la formation des radicaux libre comme le peroxyde
d’hydrogéne (H203), I’anion superoxyde (02.") et le radicale hydroxyle (OH) et 1’oxygéne singulet
par la réaction de type I et type 1l (Doughertyetal.,1978 ; Pegazetal., 2006).

37

——
| —



Etude expérimentale

On remarque une diminutiontrés hautement significative (P<0.001) de CAT chez le lot traité par
B(a)P+ MPCs (0,011+ 0,016) Ceci par comparaison avec le lot témoin. Cette diminution est en
relation avec I’effet pro-oxydant des métallopthalocyanines (Wel etal., 2006).et aussi 1’effet pro-
oxydant de benzo(a)pyréene (Rajat et al ., 2007).

I1.4.Variation de Pactivité de GST
Les résultats des Variations de I’activité de GST sont illustrés par la figure 13 ci-dessous.

4,000 +
3,500 -
3,000 -

2,500 -
2,000 -
1,500 -
1,000 -
0,500 -
0,000

Témoin BaP+ MPC

L'activité de GST
pmol/min/mg

Figure 14 : La variation de I’activité de GST dans le foie des rats des groupes expérimentaux.
Chaque valeur est exprimée au moyen * écart type. P<0,05 : significatif(*), P<0 ,01 : trés

significatif (**) et P<0.001 : Trés hautement significative (***).

L’activité enzymatique de la GST hépatique montre une diminution chez les rats ayant recu B(a)p
seul (2,534+ 0,224 Ul/mg de proteines) par rapport au groupe témoin (2,987+ 0,482).La GST protége
contre les dommages oxydatifs exercés par le B(a)P en induisant la conjugaison de ses métabolites
avec le GSH, elle représente une voie importante de détoxification (Rajat et al.,2007). Ce qui explique
sa diminution dans le groupe d’animaux traités par le B(a)P en comparaison avec les animaux du

groupe témoin.

Le traitement les métallophthalocyanines seul (0,298 + 0,045 Ul/mg de protéines) par induit une
diminution significative (p <0,05) de I’activité de la GST hépatique en comparaison avec le groupe
témoin, cette diminution due a I’effet peroxydant des métallopthalocyanines par leur mécanisme
photochimique qui permet la formation des radicaux libre et I’oxygéne singulet (Wel et al., 2006). et
aussi I’effet pro-oxydant de benzo(a)pyréne (Rajat et al., 2007).
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On remarque une diminution tres significative (P<0.01) de CAT chez le lot traité par B(a)P+ MPCs
(1,969 * 0,139) Ceci par comparaison avec le lot ttmoin. Cette diminution est en relation avec 1’effet
pro-oxydant des métallopthalocyanines (Wel et al., 2006).ct aussi 1’effet pro-oxydant de
benzo(a)pyréne (Rajat et al ., 2007).

Nos résultats montre que le traitement par les métallophthalocyanines au cours d’un cancer
pulmonaire induite une toxicité hépatique ceci exprimé par le stress oxydatif hépatique qui a été
évalué au cours de notre étude.

Ce stress oxydatifs hépatique est di a I’activation des métallophthalocyanines au niveau de foie par
I’exposition de la partie abdominale des rats a la lumiére pendant 6 min. Ceci le point négatif de notre

étude.
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Conclusion

Conclusion

L’objectif de notre recherche était de caractériser le niveau du stress oxydatif induit dans la

cellule cancéreuse et cellules saines traitée par les métallophthalocyanines.

Dans un premier temps, nous avons pu déterminer que le B(a)P a été capable de générer un stress
oxydatif, qui peut étre impliqué en moins partiellement dans 1’induction du cancer pulmonaire
obtenue dans notre étude expérimentale ou les cellules cancéreuses présentaient une baisse des
antioxydants enzymatiques et non enzymatiques, ainsi qu’une augmentation de la peroxydation

lipidique, qui sont révélateurs d’un stress oxydatif.

Le traitement par les métallophthalocyanines (un anticancéreux utilisé dans la thérapie
photodynamique pour le traitement du cancer pulmonaire) a montré une présence du stress oxydatif
hépatique intense marqué par une augmentation de la peroxydation lipidique et une diminution des
paramétres antioxydants, alors que I’administration de la propolis au cours de cette chimiothérapie a
été traduit par un changement des marqueurs du stress oxydatif traduit par une diminution
significatif de la peroxydation lipidiqgue couplée avec une augmentation significatif des

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques.

En somme, le traitement par les Métallophthalocyanines a 2mg/Kg induit une toxicité hépatique

dans le cas d’un cancer pulmonaire induit par le Benz(a)pyrene.
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ANnexes

Annexe 1. Courbe d’étalonnage du BSA.

06 . Lagamme d'étalonnage du BSA
0,5 - .
0,4 -
0,3 - y = 0,5154x + 0,0552
0’2 _ Rz = 0,8423
0,1 -
0 oo . . . . . .
0 0,2 0,4 0,6 0,8 1 1,2
[BSA] mg/mi
[BSAl 5031 | 0062 | 0125 0,25 0,5 1 2
(mg/ml)
Moyenne | 17071197 | 16 | 18,071197 | 10,660194 | 17,40453 | 19,50161 | 7,5042
ESD | 5 6505510 | 4,945780 | 1,4769199 | 5,3650243 | 7,690407 | 3,243958 | 5,4748
Annexe 2. Courbe d’étalonnage du glutathion.
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Annexe 3. Variation des concentrations hépatique en glutathion.

Lots Témoins | B(a)P MPCs | B+ MPCs
[GSH] 4,596 3,807 4,645 1,863
hépatique + + + +

(MMoleslg) | 1,681 | 0072 | 1,022 | 0458

Annexe 4. Variation du taux du MDA.

Lots Témoins | B(a)P | MPCs B + MPC
Concentration | 16,702 | 21,358 | 21,177 20,887
uM/g de tissu + + + +

(foie) 13,003 | 0,567 1,927 2,372

Annexe 5. Variation du taux du CAT hépatique.

Lots Témoins B(a)P MPCs | B+MPCs
[Protéines] 17,071 16 18,071 10,66
hépatique (mg/ml) + + + +

5,65 4,945 1,476 5.365

Activité CAT 0,010 0,008 0,004 0,011
hépatique Ul/mg + + + +

de protéines 0,001 0,0004 0,001 0,016

Annexe 6. Variation du taux du GST hépatique.

Lots Témoins B(a)P MPCs | B+MC
[Protéines] 17,071 16 18,071 10 ,66
hépatique (mg/ml) + + + +

5,65 4,945 1,476 5.365

Activité GST 2,987 2,534 0,298 1,969
hépatique Ul/mg + + + +

de protéines 0,482 0,224 0,045 0,139
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Annexe 7 .Examen histologique

Examen des coupes histologiques de groupe traité par le Benzo(a)pyrene observé au
microscope x100. Les fleches noires désignent les foyers tumoraux.
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Annexe 8.Etude macroscopique

Examen macroscopique de poumon du rat traité par le Benzo(a)pyréne. Les fleches
noires désignent les nodules pulmonaire .
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Evaluation du profil de stress oxydatif hépatique au cours d’une exposition aux
Métallophthalocyanineschez le rat ayant un cancer pulmonaire induit par le Benzo(a)pyréne
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Résume :

Les metallophthalocyanines sont des photosensibilisateurs utilises dans la thérapie
photodynamique. Ils sont considérés comme des anticancéreux dans le traitement du cancer
pulmonaire. Au cours de la présente étude nous avons utilisé un modéle de cancérogénese
pulmonaire induite par le benzo(a)pyréne. Le profil de stress oxydatif au niveau du tissu
hépatique au cours d’un traitement par les metallophthalocyanines a été évalué. Le B(a)P a
été administré a une dose unique de 100 mg/kg en IP quatorze semaine avant le traitement
par les metallophthalocyanines a une dose unique de 2 mg/kg en IV. Les estimations des
antioxydants enzymatiques (CAT, GST) et non enzymatiques (GSH) ainsi que la
peroxydation lipidiqgue (MDA) ont été réalisées.Les MPCs ont diminué D’activité des
parameétres enzymatiques et non enzymatiques et a augmente le MDA. En conclusion, nos
résultats suggerent que les meétallophtalocyaninespourraient exercer une activité pro-
oxydante et induire de maniére significative le stress oxydatif hépatique.

Mots clés :metallophthalocyanines, benzo(a)pyréne, stress oxydatif, cancer de poumon,
Hépatotoxicité

Abstract:

Metallophthalocyanins are photosensitizers in photodynamic therapy which are considered
anticancer drugs in the treatment of pulmonary cancer. In the present study we used a benzo
(@) pyrene-induced pulmonary carcinogenesis model. The profile of oxidative stress in the
hepatic tissue during treatment with metallophthalocyanins was evaluated. B (a) P was
administered at a single dose of 100 mg / kg intraperitoneally fourteen weeks before
treatment with metallophthalocyaninsgiven also at a single dose of 2 mg / kg intravenous
sly. Estimates of enzymatic (CAT, GST) and non-enzymatic (GSH) antioxidants as well as
lipid peroxidation (MDA) were performed. The MPCs decreased the activity of enzymatic
and non-enzymatic parameters and increased MDA. In conclusion, our results suggest that
metallophthalocyanines could exert pro-oxidative activity and significantly induce hepatic
oxidative stress.

Keys words: metallophthalocyanins, benzo(a)pyrene, oxidative stress, lung cancer, hepatotoxicity
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INTRODUCTION

Introduction

Le cancer bronchique est un véritable probléme de santé publique. Il représente 12.3% des
nouveaux cas de cancer diagnostiqués chaque année. C’est le deuxieme cancer chez ’homme et le
quatrieme chez la femme (Tyczynski et al., 2003). De plus, le cancer bronchique est la premiére
cause de mortalité par cancer dans le monde, malgré les progres de la science, tant du point de vue
diagnostique que thérapeutique, le taux de mortalité de ce cancer ne diminue que trés faiblement.
Ce mauvais pronostic est essentiellement di a un diagnostic tardif, aux limites des traitements
actuels et a un fort potentiel métastatique.

Divers sont les traitements utilisés dans la prise en charge des cancers pulmonaires: la
chimiothérapie, la radiothérapie, la chirurgie. Malgré leur efficacité toutes ses techniques présentent
de nombreux inconvénients. Cependant La thérapie photodynamique (PDT) est un traitement loco-
régional pour des applications en dermatologie, ophtalmologie et en cancérologie. Son principe est
basé sur ’association de 1’oxygeéne, de la lumiére et d’un photosensibilisateur ou PS (molécule
photoactivable) non toxique a [I’obscurité. Aprés son activation par la lumiere, le
photosensibilisateur transfert son énergie a 1’oxygeéne moléculaire présent dans les tissus pour
former des espéces réactives de 1’oxygene (/'oxygene singulet) (Konan et al., 2002).

Elles sont utilisées en thérapie photodynamique pour leur capacité a détruire les cellules
cancereuses via les mécanismes de photosensibilisation, il existe de nombreux PSs: des
photosensibilisateur de 1% 2 M et 3™ génération. Parmi ces photosensibilisateurs de 2™
génération on distingue : les métallophthalocyanines qui sont un groupe des phthalocyanines.

Les métallophtalocyanines (MPCs) sont des complexes macrocycliques aromatiques (Konan et
al., 2002). Ces complexes sont également rencontrés dans le domaine médical comme agents
photosensibilisateurs pour le traitement du cancer (Konan et al.,2002).

Ce travail de fin de cycle révele de la problématique de 1’estimation des effets secondaires des
métallophthalocyanines au niveau du foie au cours d’un cancer pulmonaire.

Pour atteindre cet objectif, nous nous sommes intéressés a I’évaluation de I’effet des

métallophthalocyanines sur les parameétres de stress oxydatif hépatique.
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