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•oH : radicaux hydroxyles. 
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Arnt: Ah receptor nuclear translocator. 

B[a]P: Benzo[ a ]Pyrène. 

bHLH/PAS: basic Helix-Loop-Helix/Per-Arnt-Sim. 

BPD : B[ a ]P-Dihydrodiol. 

BPDE : B[ a]P-Diol-Epoxyde. 

BPQ: B[a]P-o-quinone : B[a]P-7,8-dione. 

CAA: Chloroacetaldehyde. 

CAR: Constitutive Androstane Receptor. 

CCRP : Cytoplasmic CAR Retention Protein. 

CEPM: Carboxyethylcyclophosphamide. 

l CPA: Cyclophosphamide. 

CYP: Cytochrome. 

r DBD: DNA-Binding Domain. 

1 
DD: Dihydrodiol Déhydrogénases. 

DR3 : Direct Repeat. 

1 EH: Epoxyde Hydrolase. 

ER: Everted Repeat. 

ERO: Espèces Réactives de l' Oxygène. 

GPx: Glutathion Peroxydase 



GR : Glutathion Reductase 

GSCY: Glutathionylcyclophosphamide. 

GSSG : Glutathion oxydée 

GST: Glutathione S-Transférase. 

H20 2: Peroxyde d'hydrogène. 

HAP: Hydrocarbures Aromatiques Polycycliques. 

IAP2: Immunophilin like protein hepatitis B virus X-Associated Protein 2. 

LBD: Ligand Binding Domain. 

MldA: N6-(3-oxo-propenyl)deoxyadenosine. 

MldC: N3 -(3-oxo-propenyl)deoxycytidine. 

MldGuo: pyrimido-[ l ,2a ]purin-10( 3H)-un. 

MDA: MalonDiAldéhyde. 

NO": Radical oxyde nitrique 

0 ·- . 2 . Anion peroxyde. 

PB : Phénobarbital. 

PBRE : Phénobarbital Responsive Element. 

PBREM : Phénobarbital Responsive Enhancer Module. 

f 

PBRU : Phenobarbital Responsive Unit. 

PM: Phosphamide Mustard. 

1 PP2A: Protéine Phosphatase 2. 

PPIR16A : Protéine Phosphatase 1 Régulatrice sous-unité 16A. 

r PXR: Pregnane X Receptor. 

1 RAS: Rat sarcoma. 

SMRT: Silencing Mediator of Retinoic acid and Thyroïde hormone receptor. 

1 SQ : SemiQuinone. 

SRC-1 : Récepteur Stéroïde Coactivateur-1. 

TP53 : Tumor Protein 53 . 

UDP-glucuronosyltransférases : uridine diphosphoglucosyle transférase. 

XRE : Xenobiotic Reponse Element. 
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Introduction 

Introduction 

Selon l'Organisation Mondiale de la Santé, le cancer du poumon est la forme la plus 

fréquente de cancer dans le monde avec un million deux cent mille nouveaux cas par an, 

représentant environ 13 % des cancers diagnostiqués chez l'homme. 

La grande majorité des cancers du poumon sont des carcinomes, c'est-à-dire des cancers 

issus de la transformation maligne de cellules épithéliales. Pour la classification de ces tumeurs, 

une distinction majeure est faite entre les tumeurs bénignes et malignes sur la base de leur 

caractère invasif. Les carcinomes pulmonaires malins se divisent en deux principaux types : les 

carcinomes bronchiques à petites cellules et les carcinomes broncho-pulmonaires non à petites 

cellules. Ces derniers se divisent en trois principales catégories: les carcinomes épidermoïdes ou 

squameux, les adénocarcinomes et les carcinomes à grandes cellules (Guillet Bastide, 2008). Le 

facteur de risque principal est le tabagisme, il est responsable de 90 % des cas de cancers du 

poumon. Le tabac contient en effet de nombreux carcinogènes dont le principal est le 

benzo[a]pyrène (le goudron) (Chenau, 2009). Sa biotransformation par différentes voies, conduit 

à la formation des métabolites électrophiles ou de radicaux libres impliqués dans la génotoxicité 

résumée à des mutations qui en cas de non réparation provoqueront le cancer. 

La chimiothérapie est un moyen utilisé pour le traitement du cancer dont le 

cyclophosphamide (CPA) est largement employé en cas de cancer pulmonaire. C'est un agent 

alkylant bifonctionnel de type oxazaphosphorine appartenant à la famille des moutardes azotées. 

Le CP A est une prodrogue qui nécessite une transformation métabolique par les cytochromes 

P450 pour être actif 

Le phénobarbital est un barbiturique qui a longtemps été utilisé pour ses propriétés 

anticonvulsives et soporifiques dans le traitement de l'épilepsie. Une des caractéristiques 

remarquables du PB est de modifier considérablement le patron d'expression de nombreux gènes 

(inducteur enzymatique). L'induction par le phénobarbital (PB) de gènes codant pour les 

cytochromes P450 (P450) est un phénomène d'intérêt pour améliorer l'effet thérapeutique du 

cyclophosphamide. 

Le but de notre travail est d'évaluer l'état du stress oxydatif dans la cellule cancéreuse 

pulmonaire soumis à l'effet d'un traitement chimiothérapique à base de cyclophosphamide seul 

ou associé au phénobarbital. Ce travail nous permettra aussi de comprendre si le phénobarbital a 

un effet sur la toxicité et/ou l'efficacité du cyclophosphamide par l'évaluation des paramètres du 

stress. 
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Partie 1 : Etude Bibliographique 

Chapitre 1 : Cancer pulmonaire induit par le benzo[a]pyrène 

1. Benzo[a]pyrène 

Le benzo[a]pyrène (B[a]P) fait partie de la classe des hydrocarbures aromatiques 

polycycliques (HAP). Il est généré lors de la combustion incomplète de la matière organique 

(charbon, pétrole, bois etc ... ). Le B[a]P est un composé chimique solide qui a un poids 

moléculaire de 252.32 g/mol, une solubilité (Log P) égale à 6 et un point de fusion de 175°C; il 

est soluble dans les solvants organiques (hydrocarbures aromatiques), cependant sa solubilité 

dans l'eau est faible (0,2 à 6,1 mg/L) (Bonnard et al., 2007 ). Il est constitué de deux régions qui 

sont des sites de réactions chimiques (Bonnard et al., 2007; Marie, 2007) (Fig. 1). Une région k 

de grande densité électronique et de haute activité métabolique qui est comprise entre le 

quatrième et cinquième carbone, et une région baie (pour être cancérogène) considérée comme 

étant très réactive, comprise entre le neuvième et le douzième carbone (Marie, 2007). 

région baie 

'\ 

0 
~ 

Zmœ K 
Benzo [a] pyrène (cancérogene) Pyrène (non cancérogène) 

Figure 1. Structure chimique du benzo[ a]pyrène (cancérogène) et du pyrène (non cancérogène) (Marie, 

2007). 

La biotransformation du B[a]P génère des métabolites et des radicaux libres qui sont impliqués 

dans la génotoxicité. Il a été classé comme cancérogène pour l'homme par le AIRC (Groupe 1), 

et sa capacité à induire un cancer du poumon étant reconnue (Audebert et al., 2010). 
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2. Toxicocinétique du benzo[a)pyrène 

2.1. Absorption et distribution 

Le B[a]P est absorbé par voie oral, pulmonaire ou cutané. Après absorption, il est 

rapidement et largement distribué. Lorsqu'il est inhalé, l'absorption à travers l'épithélium 

pulmonaire est rapide, cependant, sa vitesse d'absorption dépend de la taille des particules sur 

lesquelles le B[a]P est adsorbé. Immédiatement après inhalation d'un aérosol de [3H]-B[a]P (rat, 

500µg/l, lh, diamètre aérodynamique moyen (1-2µm) des quantités significatives de molécules 

radioactives sont distribués via le sang dans le tractus respiratoire, les ganglions lymphatiques 

thoraciques, les reins et le foie ; les concentrations dans le cerveau, les testicules et la rate sont 

plus faibles (Mitchell, 1982). Étant lipophile, le B[a]P traverse les barrières pulmonaires et 

intestinales par diffusion passive (Marie, 2007). La clairance pulmonaire est biphasique avec des 

demi-vies de 2h à 25-56h; cette dernière est probablement due à la métabolisation du B[a]P et à 

la fixation des métabolites aux macromolécules. La majeure partie de la radioactivité est éliminé 

du foie et du rien en 24h, mais elle reste constante dans le cerveau, la rate et les testicules. Le pic 

d'accumulation dans les intestins attient son maximum entre 3 et 6h après l'exposition et 

diminue rapidement (Mitchell, 1982). 

2.2. Métabolisme 

2.2.1. Induction des gènes du métabolisme de benzo[a)pyrène 

Le benzo[a]pyrène est considéré comme un inducteur enzymatique.Cette induction est 

régulée par le récepteur AhR (aryl hydrocarbon receptor) qui est spécifique à des composés 

aromatiques plans et qui fait partie de la famille bHLH/P AS (basic Helix-Loop-Helix/Per-Arnt­

Sim) (Luch, 2005). Il permet l'expression des gènes la phase I comme les cytochromes 

1Al(CYP1Al), CYPlBl, CYP1A2 ainsi que d'autres enzymes de la phase II (glutathione-S­

transferase, UDP-glucuronosyltransferase ..... ) après avoir formé un complexe avec un de ses 

ligands (Luch, 2005; Chan et al., 2012; Yen et al., 2013). 

Après son passage dans le cytoplasme, le B[a]P se lie directement au AhR ce qui entraine 

l'activation de l'expression des gènes codant pour son métabolisme et principalement CYPlAl 

et/ou CYPlBl et aussi d'autres enzymes (Fig. (2)) (Luch, 2005; Chan et al., 2012 ). 
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!!{/)-~ ~T(2) (j 
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#? XRE 

Figure 2. Schéma simplifié de l'induction des gènes cyplAJ par le B[a]P d'après Chen et al., 2012: (1) 

Liaison du B[a]P au AhR, Translocation du complexe AhR/Hsp90 dans le noyau et dissociation (2) 

Dimérisation du AhR avec l'Arnt, (3) Fixation du complexe AhR/Arnt au niveau d'un élément de réponse 

aux xénobiotiques XRE, (4) Transcription des gènes cyp, (5) Translocation de l 'ARNm dans le 

cytoplasme et traduction par les ribosomes pour donner une protéine CYP JAJ, (6) Métabolisation d'une 

molécule de B[a]P par la protéine néo-synthétisée. 

2.2.2. Métabolisation de benzo[a]pyrène et formation des métabolites toxiques 

Le B[a]P est un procancérigène qui nécessite une activation métabolique pour exercer 

ces effets toxiques. Il existe trois principales voies de métabolisation de B[a]P (Fig. (3)). La plus 

importante implique la famille des cytochromes P450 (CYPlAl et lBl) qui catalyse la 

monooxygénation de B[a]P en époxyde. La 2-Voie repose sur la formation d'un radical cation 

suite à l'oxydation d'un électron de B[a]P, catalysée par des cytochromes P450 peroxydase. 

Enfin une voie mise en évidence plus récemment implique la formation de B[a]P-o-quinones 

(BPQ) à partir de catéchols, catalysée par des dihydrodiol déshydrogénase (Xueet Warshawsky, 

2005). 
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Figure 3. Les principales voies de métabolisation du B[a]P d'après Xueet Warshawsky (2005). 

A. Voie des cytochromes 

Des études faites sur les poumons des rats exposés au B[a]P mentionnent que le 

métabolisme de ce dernier se fait principalement par les cytochromes extra-hepatique IAI et 

IBI et avec un faible pourcentage par 1A2 (Harriganet al., 2005; Guéguen et al. ,2006). 

La mono-oxygénation du B[a]P en époxyde sur les carbones C7 et C8 pour former BaP-7,8-diol 

est réalisée par les cytochromes IAI/IBI (1A2 sont incapables de former le 7,8 diol). 

L'hydrolyse de cet époxyde par une époxyde hydrolase (EH) conduit à la formation d'un 

dihydrodiol (B[a]P-dihydrodiol: BPD) qui subit une nouvelle époxydation sur les carbones C9 et 

CIO par les CYP1Al/1Bl/1A2 pour donner un 7,8-dihydro-9,10-epoxy-7,8,9,10-

tetrahydrobenzo[a]pyrene qui est couramment appelé B[a]P-diol-époxyde (BPDE), un métabolite 

ultime du B[a]P. Cet époxyde (BPDE) comporte deux diastéréoisomères syn et anti qui eux­

mêmes possèdent deux énantiomères optiquement actifs (+) et (-) ((±)-syn-BPDE et (±)-anti­

BPDE respectivement) (Xue et Warshawsky,2005). 
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Notons que les CYT P450 ne participent pas uniquement à l'activation métabolique des HAPs 

par la formation de diol-époxydes. D'autres activités enzymatiques, telles que deshydroxylations, 

permettent la formation de dérivés phénoliques du B[a]P tels que le 3-hydroxybenzo[a]pyrène 

(3-0HB[a]P) (Besarati Nia et al., 2002). Ces composés nonélectrophiles ne sont pas réactifs vis­

à-vis del ' ADN et sont éliminés après conjugaison. 

Le BPDE est hautement réactif, il est de nature électrophile extrêmement réactif vis-à-vis 

de l'ADN (Uppstad et al. , 2009; Lin et al., 2003; Xue et Warshawsky D,2005). Il se lie 

préférentiellement aux groupes aminoexocycliques de la dGuo et dAdo de l' ADN (Marie, 2007). 

Les adduits principaux du BPDE se forment sur les atomes N2 de la dGuo (l'aduit BaP-7,8-diol-

9,10-epoxide-N2-deoxyguanosine (BPDE-N2-dG)), et N6 de la dAdo, (Xue et Warshawsky, 

2005) (Fig. (4)). Ces adduits conduisent à des transvertions G -.T qui sont trouvés dans le 

cancer pulmonaire induit par le B[a]P au niveau des gènes TP53 et K.RAS (Luch, 2005). 

Actuellement, la formation du BPDE-N2-dG est considérée comme un évènement critique dans 

la tumorogenèse par B[a]P. Rojas et al. (2004); trouvent que la formation des adduits de BPDE­

N2-dG se fait exclusivement dans les cellules épithéliales des bronches par rapport au 

parenchyme. 

rm>J--N?Y 
Ç? 

qo BO NYNH 
::Q59 :x$59 

Oii OB 

BPDE-N2-dGuo BPDE-N6-dAdo 

~ 
I)::; oy~ 

::Ç&9 "X$$ BO 0:... 

Â A 
BO 

œ BPDE-N4-deyd Oil BPDE-N7-Gua 

Figure 4. Principaux adduits de !'ADN du BPDE (Marie, 2007). 

Cette voie peut entrainer la formation d'espèces réactives de l' oxygène (ERO). En effet, la 

réduction de l' oxygène (02) en eau par les cytochromes lors de la réaction d'oxygénation de leur 

substrat peut être incomplète et provoquer la formation d'anion superoxydes co:-), de peroxydes 
6 
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d'hydrogène (H202) et de radicaux hydroxyles (•OH). Ces réactions abortives sont fréquentes 

avec les CYP lAl (Baldi et al., 2008). 

B. Voie d'oxydation mono-électronique par les peroxydases 

La voie d'oxydation mono-électronique par les peroxydases est basée sur l'arrachement 

d'un électron au B[a]P via les peroxydases cellulaires et/ou potentiellement par les cytochromes 

P450 (Fig. (5)). Elle conduit à la formation des radicaux cations (Xue et Warshawsky, 2005). 

BaP 
As a Rcpn:scntativc) 

Cytochrome P-450 
Pcroxidase 

Chemical/Electrochemical 
Oxidation 

BaP Radical Cation with 
c localized at C-6 

Figure 5. Formation du radical cation (Xue W et Warshawsky D., 2005). 

Ce dernier est de nature électrophile, capable d'interagir avec l' ADN qui est nucléophile 

et former des adduits (Xue et Warshawsky, 2005). Les adduits de la voie du radical cation ne 

peuvent être produits que si le radical cation est produit à proximité de l' ADN ou de nucléosides. 

Les adduits ont été synthétisés par électrochimie et sont les adduits dépurinants BaP-N7-Gua, 

BaP-C8-Gua ainsi que les adduits stables BaP-C8-dGuo, BaP-N2-dGuo et BaP-N3-dGuo. En 

présence de dAdo, l'adduit BaP-N7-Ade est formé (Fig. (6)) (Marie, 2007). 
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7 6 s BaP 

f 
(As a Representative) 

C YP1A 1/Epoxide hydnse 

BaP-7 8-Catechpl ru;::: H 

HO~ 
H O tautomerization 

uqn;t=Z.§-Dihydrodiol Ketol 

o-Semiquinone anion radical 

NAD(P)H 

Figure 7. Voie des quinones (Xue et Warshawsky, 2005). 

La B[a]P-o-quinone est à l'origine d'une production des espèces réactive oxygénés mais peut 

également former des adduits à l' ADN (Xue et Warshawsky,2005). Elle peut réagir avec les 

groupes amino de la dGuo en position N2 ou en position N6 de la d.Ade pour former des adduits 

stables. Elle peut également former des adduits dépurinants en position N7 de la Gua ou N7 de 

l' Ade. Des adduits dépurinants en position C8 de la Gua mais aussi C8 et N3 de l' Ade sont 

également possibles (Penning et al., 1999). 

D. Détoxification 

Dans les conditions normales, les poumons sont protégés contre les métabolites réactifs du 

B[a]P et ces dommages oxydatifs par le système de défense cellulaire. Ce système comporte les 

antioxydants enzymatiques et non enzymatiques. Plusieurs réactions de détoxification ont été 

démontrées dans les poumons (Fig. (8) ). 

Les voies majeures de conjugaison des métabolites du B[a]P dans les poumons sont la 

glucuronidation, et la sulfation, cette dernière est la voie prédominante dans les tissus humains 

normaux. En effet, on a montré sur des cellules bronchiales humaines en culture que la voie 

majeure de conjugaison des métabolites de B[a]P était la sulfation. Des quantités importantes de 
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glutathion conjugués ont été observées chez les différentes espèces lors de la conjugaison des 

métabolites dérivés du B[a]P (Cohen, 1990). 

Les enzymes qui catalysent ces réactions de détoxification sont induites à partir d'un mécanisme 

dépendant de l'activation del' AhR par B[a]P. 

Pour les ERO, elles sont détoxifiées par la catalase, le superoxyde dismutase (SOD), la 

glutathion S-transfirase (GST), la glutathion peroxydase (GPx). Dans les poumons, la CuZnSOD 

est principalement exprimés dans l'épithélium des branches, la MnSOD qui est induit par les 

oxydants et les cytokines, dans les macrophages alvéolaire et l'épithélium, et le SOD 

extracellulaire dans les macrophages alvéolaires et le fluide extracellulaire. La catalase, est 

principalement exprimée dans les pneumocytes, les neutrophiles, les macrophages, et 

l'épithélium des branches (Delaunois et al., 2004). 

GST 

CYP4SO t 
----- Epoxydes ---

EH 

------- l 
CYNSO 1'béaols ---

UGT 
SULT 

t 
7,8-diol 

quiaooc(Q) 

GST 

t 
--- 7,8-dioJ-9,lO-époxydc 

CYP4SO 

GSH 

1 ~; (~:}- BA-1 
UGT Q0H 0,, 1 GSSG: 

SULT l ea..iaae 

UGT 
SULT 

Figure 8. La détoxi.fication des métabolites du B[a]P. 

2.3. Elimination 

Le système hépatobiliaire et le tractus gastro-intestinal sont les voies principales 

d' élimination du B[a]P et de ces métabolites, quelque soit la voie d'exposition. La forte 

excrétion fécale (70-75% d'une dose sous-cutanée chez la souris) suggère l'existence d'un cycle 

entérohépatique. L'élimination urinaire est une voie mineure (Bonnard et al., 2007). 
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3. Effet carcinogène du benzo[a]pyrène sur les cellules pulmonaires: effet dépendant du 

stress oxydatif 

Le stress oxydatif est le résultat d'un déséquilibre entre les agents détoxifiants et les 

ERO en favorisant ces derniers. La production des ERO par le B[a]P se fait par la voie de 

cytochromes, et principalement par la voie de quinone lors du cycle redox de quinone. 

Le stress oxydatif est suggéré pour expliquer les dégâts provoqués par le B[a]P et notamment le 

cancer pulmonaire, il participe à la destruction des macromolécules contenues dans les cellules, 

notamment l' ADN, les lipides, et les protéines (Harrigan et al., 2006). 

3.1. Dommages oxydatüs de l' ADN cellulaire et mitochondrial 

L' ADN, qu'il soit nucléaire ou mitochondrial, est un cible majeure des EOR qui sont 

formés pendant la métabolisation du B[a]P. Ces EOR entraînent des cassures simple brins, 

double brins ainsi que des modifications au niveau des purines ou pyrimidines ou du 

désoxyribose (Christelle, 2005). 

Parmi ces ERO, le radical hydroxyl (•OH) peut attaquer la liaison entre la base et le sucre 

générant un site abasique ou réagir avec le 2-désoxyribose ce qui conduit à la formation de 

cassures de chaînes d' ADN par arrachement d'un atome d'hydrogène (Breen et Murphy, 1995). 

Ce •oH ainsi que d'autres ERO (comme 0 2 •·)sont à l'origine d'oxydation de bases (Christopher 

et al., 1998). La plus fréquente survient en position 8 de la guanine, ce qui donne naissance à la 

8-oxo-7,8-dihydro-2'désoxyguanosine (8-oxodGuo), un biomarqueur du stress (Breen et 

Murphy, 1995). L'attaque de la dGuo par ce radical en position C8 conduit à la formation d'un 

intermédiaire radicalaire 8-hydroxy-7 ,8-dihydroguanyl qui après oxydation donne la 8-oxodGuo 

(Fig. (9)) (Breen et Murphy, 1995). --
1 -

Figure 9. Mécanisme de formation de la 8-oxodGuo (Valko et al., 2006). 
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La 8-oxoGuo est considérée comme une lésion pro-mutagènique car elle peut conduire, 

en l'absence de réparation, à une transversion (passage d'une base purique à une base 

pyrimidique) G-.T et par conséquence C• A) (Xue et Warshawsky, 2005). Cette mutation est 

fréquemment observée au niveau des oncogènes, mutation activatrice (Xue et Warshawsky, 

2005; Klaunig etal., 2011 ; Ziech et al., 2011), des membres de la famille RAS (HRAS, 

KRAS2, NRAS) sont communes dans de nombreux types de cancers. Dans les cancers broncho­

pulmonaires, 90 % de ces mutations affectent le gène KRAS. Elles sont presque 

systématiquement localisées au codon 12 (Nesnow et al.,1995) ce qui bloque la protéine Kras en 

configuration active, entrainant la production d'un signal constitutif, indépendant de l'activation 

des récepteurs en amont (Baldi et al., 2008). 

Et des gènes suppresseurs de tumeurs, mutation inactivatrice ((Xue et Warshawsky, 

2005; Klaunig et al., 2011 ; Ziech et al., 2011). Le gène suppresseur de tumeur p53 est muté 

dans 60% des cas de cancers du poumon chez l'homme (Hollstein et al., 1991). Ce gène n'est 

pas muté uniquement dans les cancers du poumon mais trois caractéristiques distinguent les 

mutations de p53 dans les cancers du poumon par rapport aux mutations de ce gène dans d'autres 

cancers. La première réside dans la prédominance de transversions de la G vers la T et la 

seconde, dans le fait que les Gua sont essentiellement mutées sur le brin non-transcrit (Kometani 

et al., 2009). La troisième résulte de la mutation de certains codons dits préférentiels qui compte 

pour environ 50% de toutes les mutations de p53 (Shen et al., 2006). Ces caractéristiques 

peuvent toutes être reliées à une exposition aux HAP contenus dans la fumée de cigarettes, 

responsables de la survenue de nombreux cancers du poumon (Pfeifer et Hainaut, 2003). 

Le peroxyde d'hydrogène produit lors du cycle redox de BPQ actif l'EGFR 

(Epitheliumgrowth factor receptor) et augmente la prolifération cellulaire, cela aurait un rôle 

potentiel dans la promotion tumorale (Burdick et al., 2003). 

Si la mitochondrie est considérée comme l'une des principales sources des ERO 

intracellulaire, elle est surtout la principale cible. Balanskya et al. (1995) démontre que les 

dommages au niveau de l' ADN mitochondrial isolé à partir des cellules pulmonaire exposé au 

B[a]P sont plus élevés que dans l' ADN nucléaire du fait quel' ADN mitochondrial est fragile car 

il est dépourvu d'histone et ne semble pas avoir un système de réparation aussi efficace comme 

celui de l' ADN nucléaire. Ces dommages oxydatif sont impliqués dans le développement du 

cancer pulmonaire (Klaunig et al., 2011). 

12 



1 

r 

1 

Etude Bibliographique 

3.2. Peroxydation lipidique 

Il est bien connu que la génération des ERO résulte en l'attaque non seulement de l' ADN 

mai aussi d'autre composants cellulaires y compris les lipides. Une peroxydation de ces derniers 

nous donne le malondialdéhyde (MDA), un biomarqueur de stress oxidatif, qui à son tour peut 

altérer les protéines, ADN, ARN et d'autre biomolécules (Selvendiran et al.,2004). Au niveau de 

l' ADN, le MDA peut réagir avec les bases azotés G, A et C et former des adduits MldGuo 

(pyrimido-[1,2a]purin-10(3H)-un), MldA (N6-(3-oxo-propenyl)deoxyadenosine) et MldC (N3
-

(3-oxo-propenyl)deoxycytidine), qui sont des lésions mutagénes (Valk:o et al., 2000). 

Le 4-hydroxynonénal (4-HNE) est un autre produit de la peroxydation lipidique par les 

ERO, il est aussi responsable de mutation de TP53 au niveau du codon 249 (Hussain et al., 

2001). 

Selon des études in vivo, la lipoperoxydation mitochondrial est hautement significative au cours 

d'un cancer pulmonaire induit par le B[a]P (Anandakumar et al., 2008). 

3.3. Oxydation des protéines 

De façon comparable à l'oxydation des lipides, les protéines sont aussi susceptibles d'être 

oxydées par les ERO générés pendant la métabolisation du BaP au niveau des poumons (Kim et 

Lee, 1997). Cette oxydation provoque l'introduction d'un groupe carbonyl dans la protéine 

(Levine, 2002 ; Peng et al., 2000). Ces réactions d'oxydation, fréquemment influencées par les 

cations métalliques comme le Cu2
+ et le F e2

+, peuvent être classées en deux catégories : 1 °) celles 

qui cassent les liaisons peptidiques et modifient la chaîne protéique, 2°) les modifications des 

peptides par l'addition de produits issus de la peroxydation lipidique. Ces changements sont tels 

qu'ils conduisent à une modification structurale des protéines dont les conséquences sont 

majeures (perte de fonction catalytique, augmentation de la sensibilité aux protéases ... ) (Levine, 

2002). 
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Chapitre II: Traitement du cancer pulmonaire par le cyclophosphamide 

Le cyclophosphamide, 2-[bis(2-chloroethyl) amino] tetrahydro-2H- 1,3,2-

oxazaphosphorine 2-oxide (CPA)] ) (Fig. (10)) ( Belfayol et al. , 1995), est un agent alkylant 

bifonctionnel (deux groupement alkyls présents) du groupe des oxazaphosphorines, appartenant 

à la famille des moutardes azotées (Mudipalli et al., 1997). 

Le CP A est le premier oxazaphosphorine qui a réalisé un grand succès dans son application 

clinique (Zhang et al., 2006 ), il est utilisé en combinaison avec d'autres agents antinéoplasiques 

pour le traitement le désordre lymphoprolifératif et myeloprolifératif et certaine tumeurs 

malignes solides (Mudipalli et al., 1997). 

H 2 H 2 
C l -C-C H N. · ) 

'-.. N-'\:>/ 

/ // "o 
C l -C-C o 

H 2 H 2 

Cyclophosphamide 

Figure JO. Structure chimique de cyclophosphamide (Zhang et al. , 2006 ) . 

Dans le traitement du cancer pulmonaire à petite cellules, le cyclophosphamide est utilisé en 

combinaison avec la doxorubicine liposomale et la vincristine (Natasha et al , 2006) ou avec 

lomustine et etoposide (Lebeau et aL, 2010). 

1. Pharmacocinétique de cyclophosphamide 

1.1. Absorption et distribution 

Le CP A est soluble dans l'eau, salin ou l'alcool comme le monohydrate et peut être 

aisément administré oralement (Zhang et al., 2006 ). La concentration plasmatique maximale est 

atteinte une heure après l' administration orale, et la demi-vie plasmatique est d'environ 7 

heures ; avec une biodisponibilité de 85-100 % (Garcica et al., 1992 ; Zhang et al., 2006). 
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Après l'administration orale ou intraveineuse, le cyclophosphamide est rapidement distribué 

dans tout le corps et son attachement aux protéines plasmatique est de 20 %, considérant que les 

capacités de fixation de son métabolite 4-hydroxycyclophosphamide ( 4-0H-CP A) sont plus 

hautes ( <67 % ) (Zhang et al., 2006). Le CP A a un volume de distribution de 30-50 L (De Joung, 

2005). Plusieurs études ont suggéré que le CP A peut entrer dans le liquide céphalorachidien par 

la barrière hémato-encéphalique (BHE) alors que la pénétration de ces métabolites actifs dans le 

cerveau est limitée en raison de leur polarité accrue et le forte attachement aux protéines 

plasmatique (Zhang et al., 2006). 

On estime que toutes les prodrogues d'oxazaphosphorine sont fortement hydrophiles et ne 

traversent pas facilement les membranes cellulaires (Duan et Hongbing, 2012). Réciproquement, 

les métabolites proactifs, 4-0H-CP A et l' aldophosphamide, peuvent facilement croiser les 

membranes de la bicouche lipidique de beaucoup de cellules par la diffusion passive (Duan et 

Hongbing, 2012). 

1.2. Métabolisme 

Comme une prodrogue, le cyclophosphamide est converti en moutarde alkylant active par 

les microsomes hépatique (Xie et al., 2002 ; Zhang et al., 2006 ;). L'activation initiale de CP A 

est l'hydroxylation de l'anneau d'oxazaphosphorine en C4, pour former le 4-

hydroxycyclophosphamide. Chez l'homme, des isozymes multiples du cytochrome (CYP) sont 

impliquées dans l'hydroxylation de CPA dans le foie, y compris CYP2A6, CYP2B6, CYP3A4, 

CYP3A5, CYP2C9, CYP2Cl8, et CYP2Cl, le CYP2B6 étant le principale isozyme, qui 

contribue approximativement 45% de bioactivation de CP A, et à des degrés moindres, CYP3A4 

et CYP2C9 contribuent également autour 25% et 12% de 4-hydroxylation de CP A, 

respectivement( Duan et Hongbing, 2012; Zhang et al., 2006). 

Les CYP 2B6 et 3A4 sont identifiées chez le rat et l'homme, le CYP2Blc'est le catalyseur le 

plus actif dans le foie de rat, il catalyse la 4-hydroxylation de CPA (Roy et waxman, 2006). 

Les CYPs catalysent le métabolisme du CP A par deux voies; 

• l'une c'est la 4-hydroxylation du CPA produisant le 4-hydroxycyclophosphamide (4 

OH-CP A) (Xie et al., 2002). Le CPA subit une oxydation hépatique pour former un métabolite 

intermédiaire pharmacologiquement actif 4-0H-CP A, qui entre dans la circulation sanguin et est 

transporté aux tissus cible en liant aux érythrocytes (Duan et Hongbing, 2012), le 4-
15 
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Figure 11. Métabolisme de cyclophosphamide (Zhang et al., 2006). 
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• L'autre v01e c' est la N-dechloroethylation qm génère un composé inactif 

dechloroethylcyclophosphamide, et le chloroacetaldehyde (CAA) qui est un composé à la fois 

néphrotoxique et neurotoxique (Lindley et al., 2002; Duan et Hongbing, 2012 ). Les CYPs 

responsables du la N-dechloroethylation de CP A est le CYP3A4, qui a été rapporté pour être 

responsable jusqu'à de 95% de cette réaction, suivi de CYP3A7 et de CYP3A5. D'autre part, le 

CYP2B6 a une contribution négligeable à cette biotransformation non-thérapeutique de CP A 

(Duan et Hongbing, 2012). Le CYP3A4 c'est l'enzyme le plus important qui métabolisme les 

médicaments dans le foie (Leclerc et al., 2010). 
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Dans les poumons, le CYP2B6 a été détecté dans les cellules épithéliales bronchiques, les 

pneumocytes de type II et les macrophages alvéolaires (Leclerc et al., 2010). Plusieurs études 

ont démontré l'expression des protéines de CYP3A notamment dans les cellules épithéliales 

bronchiques et alvéolaires, les glandes bronchiques et les macrophages alvéolaires (Leclerc et 

al., 2010). 

1.3. Excrétion 

Le Cyclophosphamide et ses métabolites sont éliminés par les urines dans 24 heures après 

le début de traitement (Ylue et al., 1995). Le CP A est principalement excrété dans les urines sous 

forme de métabolites (70 %) (Zhang et al., 2006), moins de 20 % de la dose administrée est 

éliminée sous forme inchangée dans les urines (Ylue et al., 1995 ; Zhang et al., 2006). Le 

Carboxy-CPA c'est le métabolite majeur trouvé dans les urines (Ylue et al., 1995 ; Zhang et al., 

2006), Seulement 4 % sont excrétés dans la bile après l'administration de CPA(Zhang et al., 

2006) . 

2. Mécanisme d'action du cyclophosphamide 

Les agents alkylants se fixent principalement au mveau des bases puriques, plus 

particulièrement au niveau des guanines qui présentent quatre sites potentiels de fixation (N2, 

N3, N7 et 06), alors que les adénines n'en présentent que deux (N7 et N3). L'azote N7 de la 

guanine est la cible principale de l'alkylation puisqu'il a le plus haut potentiel 

électrophile de 1' ADN , puis les suivants ont des potentiels de moins en moins élevé : 06-

guanine et N3-adénine > N2-guanine, N3 guanine et N7-adénine (Lenglet, 2010). 

Le CPA est une moutarde azotée alkylants, comme d'autres agents alkylants, fonctionne 

par la liaison covalente des groupes alkyls hautement réactif avec les groupes nucléophiles 

d'acide nucléique. La liaison covalente de CPA avec les protéines cellulaires est aussi possible. 

Après l' activation métabolique, les moutardes azotées alkylants bifonctionnels de CPA 

sont produit, qui sont capable de réagir avec l'azote 7 des bases purines dans l' ADN. Au pH 

alcalin ou neutre le moutarde azotée est converti à l'ion carbonium chimiquement réactif à 

travers l' ion imonium (Fig. (12)) (Zhang et al., 2006). Une chaine latérale 2-chloroéthyl subit 

une cyclisation intramoléculaire de premier ordre, avec libération d'un cr (Garcica et al., 1992), 
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l'ion carbonium va réagire avec l'azote 7 de la guanine et former une liaison covalente (Zhang et 

al., 2006). 
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Figure 12 Mécanisme d 'action de cyclophosphamide (Zhang et al. , 2006 ). 

La second chaîne latérale chloroéthyl peut subir une réaction de cyclisation similaire et 

alk:yler un second résidu guanine ou un autre substrat nucléophile, ce qui provoque une liaison 

croisée entre deux chaine d'acide nucléique dont la conséquence serait une altération majeur de 

la fonction de l' acide nucléique (garcica et a/.,1992). 
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La cytotoxicité de CP A indépendants de cycle cellulaire (Zhang et al., 2006) s' explique 

de 3 manières : 

Blocage de la transcription et de la réplication del' ADN par formation de pontage intra­

brin et inter-brin (cross-links) (Zhang et al., 2006). 

Mutation induite : !'alkylation en N7 de la guanine conduit à son excision et ainsi à la 

rupture de la chaîne d' ADN, lors de sa réparation la paire guanine-cytosine peut être 

remplacée par la paire adénosine-thymine (Garcica et al., 1992). 

Libération de radicaux libre entrainant des cassures de la chaîne d' ADN. 

Le CPA détruit les cellules tumoral par l'apoptose (mort cellulaire programmé) lancée par le 

dommage de l' ADN, modulation du cycle cellulaire et autres effets antiproliférative (Zhang et 

al., 2006 ), fragmentation de l' ADN et activation des caspases 3 et 7 (Schwartz et Waxman, 

2001). On l' accepte généralement que le mécanisme principal qui résulte la mort cellulaire est 

l' inhibition de la réplication del' ADN (Zhang et al., 2006). 

Le CPA induit l'apoptose par la vois mitochondrial conduit à l'activation d'une caspases 

initiatrice, caspase 9 (Zhang et al., 2006 ) par l'expression des facteurs mitochondrial pro­

apoptotiques Bax (Pamela et David, 2001). la caspase 9 active à son tour des caspases effectrices 

3 et 7 (Zhang et al., 2006 ). 

3. Aut~induction 

Le métabolisme de CPA est un processus auto-inductible. L'auto-induction du 

métabolisme de CPA est observée dans un délai de 12 à 24 heures après le début du traitement. 

L'auto-induction est due à augmentation de l'expression de CYP3A4 et de CYP2B6 qui 

métabolisent le CP A. L'activation du récepteur nucléaire orphelin du pregnane X receptor (PXR) 

est considérée le mécanisme prédominant pour l'effet induisant de CP A sur CYP2B6, CYP3A4 

et CYP2C9 dans les hépatocytes humains. (Zhang et al., 2006 ). 

Dans ce processus (l'auto-induction), le CPA lie au LBD (ligand binding domain) de 

PXR cela mène au dissociation des corépresseurs lient aux PXR, comme Le médiateur silence de 

l'acide rétinoïque et les récepteurs d'hormones thyroïdiennes (SMRT) et les corépresseurs de 

récepteur nucléaire 1 (NCORl) (Fig. (13)) (Duan et Hongbing, 2012) et le recrutement d'un 

partenaire protéique (héterodimérisation) (Olefsky, 2001), le récepteur de l'acide rétinoïque 

(RXR), et autres Co-activateurs, comme le récepteur des stéroïdes. L'hétérodimère PXR/RXR 

reconnaît via le DBD (DNA-Bniding Domain), un élément de réponse spécifique présent dans le 
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promoteur des gènes cibles CYP2B6 et CYP3A4 et stimule leur transcription PXR (Duan et 

Hongbing, 2012), l' hétérodimère PXR/RXR reconnaît une séquence contenant un motif DR3 

(direct repeat 3) chez la souris et le rat et ER6 (everted repeat) chez l'homme, présent au niveau 

des régions promotrices des isoformes du CYP3A (Pizzol, 2003). 

Figure 13. Induction de CYP3A4 et CYP2B6 par l 'activation de pregnan X récepteur (PXR) par le 

cyclophosphamide (Zhang et al. , 2006 ) . 

Le CP A peut activer aussi les récepteurs CAR (The constitutive androstane receptor) et 

induire l' expression des CYP2B6 plus de CYP3A4. Le CPA subit la 4-hydroxylation 

principalement par les CYP2B6 pour donner des métabolites thérapeutiquement actifs et la N­

dechloroethylation principalement par les CYP3A4 pour donner des métabolites non 

thérapeutiques. La préférence de CAR humaine pour le CYP2B6 plus que le CYP3 A4 peut avoir 

la pertinence clinique dans le développement de nouvel thérapeutique (peut utiliser comme un 

cible thérapeutique). L'administration de CPA avec un activateur sélective de CAR humaine 

peut faciliter la production accru de ses métabolites actif sans formation simultanément 

croissante de ses métabolites toxique (Duan et Hongbing, 2012). 
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Chapitre ID : Phénobarbital « Inducteur enzymatique » 

Le phénobarbital (acide 5-éthylbarbiturique) (Fig. (14)) est une molécule de la famille des 

barbituriques utilisés en thérapeutique anti épileptique depuis de nombreuses années. Il est connu 

pour provoquer toute une série d'effets dans l'organisme, en particulier au niveau hépatique chez 

les mammifères. La réponse au phénobarbital (PB) se caractérise par une augmentation du poids 

du foie, une prolifération du réticulum endoplasmique et l'induction (ou l'inhibition) d'un grand 

nombre de gènes (Corcos et al., 2002; Czekaj, 2000). 

Il est difficile d'expliquer le mécanisme par le qu'elle PB induit les P450, car il influence les 

cytochromes appartenant à plusieurs famille comme CYP2A, CYP2B, CYP3A. (Czekaj, 2000) 

Figure U. Représentation schématique de la molécule de phénobarbital (Corcoslet al., 2001). 

1. Pharmacocinétique 

Le phénobarbital est absorbé à 80 % au niveau du tractus digestif ; le pic plasmatique est 

atteint en 8 heures environ chez l'adulte, 4 heures environ chez l'enfant. Il est très liposoluble, sa 

diffusion est bonne dans l'organisme, surtout au niveau du cerveau, du placenta et du lait 

maternel. Le phénobarbital se lie à seulement 50 % aux protéines sériques, sa demi-vie 

plasmatique est de 50 à 140 heures chez l'adulte et de 40 à 70 heures chez l'enfant. L'état 

d'équilibre est atteint en 2 ou 3 semaines. Son métabolisme s'effectue au niveau hépatique, avec 

transformation en un dérivé hydroxylé inactif qui sera ensuite glucuro- ou sulfoconjugué et 

éliminé par voie rénale ; 20 à 30 % de la dose administrée sont éliminés sous forme inchangée 

dans les urines (Yoshinari et al., 2001). 
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2. Phénobarbital : Un inducteur transcriptionnel 

Les premières études moléculaires ex vivo ont démontré que le phénobarbital induit une 

augmentation des transcrits des gènes CYP2B 1, CY2B2 et CYP2C6 dans les cellules d'hépatome 

de rat, L'induction des CYP2B et des CYP3A par le phénobarbital est pratiquement abolie par 

des traitements qui augmentent le taux d' AMPc dans les hépatocytes de rat (Corcos et al., 2002). 

Les gènes dont l'expression est contrôlée par le phénobarbital sont pour la plupart impliqués 

dans la détoxification, il exerce son action non seulement sur les enzymes de la phase 1 mais 

aussi il augmente l'activité des enzymes de la phase II (GST, époxyde hydrolase, aldéhyde 

déshydrogénase) (Czekaj, 2000; Corcos et al., 2002). 

Les cytochromes P450 (CYP) de la sous-famille 2B sont les enzymes sur lesquelles 

l'activité inductrice du phénobarbital a été initialement observée, et est la plus marquée. Une 

autre caractéristique originale du phénobarbital est sa capacité d'induire l'expression de CYP 

dans toutes les espèces animales analysées, depuis la bactérie Bacillus megaterium jusqu'aux 

insectes, poissons, oiseaux et mammifères (Corcos et al., 2002). 

3. Principaux éléments de réponse au phénobarbital 

Une région génomique, le PBRU (phenobarbital responsive unit), chez le rat, ou le 

PBREM (phénobarbital responsive enhancer module), chez la souris, (Corcos et al., 2002) et les 

gènes humains (Yoshinari et al., 2001), sont en effet requise. Cette séquence permet l'activation 

transcriptionnelle des gènes CYP qui possèdent un (des) site(s) de fixation pour un récepteur 

nucléaire orphelin, la protéine CAR (constitutive androstanereceptor) impliquée dans un 

complexe hétérodimérique avec la molécule RXR (retinoid X receptor). Un autre récepteur 

nucléaire, PXR (pregnane X receptor), encore appelé SXR (steroid X receptor), récemment 

identifié, permet l'induction par le phénobarbital d'une autre sous-famille de gènes CYP, là 

encore grâce à sa capacité d'interagir avec des séquences d' ADN spécifiques sous la forme d'un 

hétérodimère avec RXR (Corcos et al., 2002). 

La première caractérisation de l'élément PBRE (PB respons1ve élément) dans le 

promoteur du gène CYP2B 10 de souris a montré que la région située entre -1,4 et -0,97 kb 

contient une séquence de 25 pb portant un site de fixation pour un récepteur nucléaire (NR). Un 

autre motif NR situé vers -2,3 kb en amont des gènes CYP2Bl/2 (PBRU) et CYP2B10 

(PBREM) a ensuite été identifié. Les éléments PBRU et PBREM présentent 98 % d'identité (50 

bases identiques sur 51 ). Le groupe de Negishi a démontré, par des expériences de mutagenèse 
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dirigée et de transfection dans des hépatocytes de souris, l'implication d'un motif de type DR4 

(répétitions directes séparées par 4 pb) dans la réponse au phénobarbital. Ces séquences sont 

connues pour fixer plusieurs types de récepteurs nucléaires (CAR) sous la forme d'hétérodimères 

avec le récepteur RXR. Des analyses de retard sur gel ont permis de montrer que RXR se fixe sur 

le site NR-1 dans les échantillons traités par le phénobarbital. De plus, CAR, un récepteur 

orphelin enrichi dans le foie, fait partie d'un complexe hétérodimérique avec RXR. (Fig. (15)) 

(Corcos et al., 2002). 

HS2 

l - 2,3/ - 2,2 lcbl 
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RXR . 
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OR4 OR4 

NR- 1 NF- 1 NR.- 2 - -

Figure 15. Organisation génomique de la région 5' des gènes CYP2B (Corcos et al., 2002). 

3.1 Activation des récepteurs nucléaire CAR et PXR par le phénobarbital 

Les récepteurs nucléaires CAR et PXR possèdent au niveau structural deux domaines critiques : 

• le LBD (Ligand Binding Domain) est le domaine de fixation du ligand situé sur la partie C­

terminale du récepteur, 

• le DBD (DNA-Binding Domain), est le domaine de liaison à l' ADN situé sur la partie 

Nterminaledu récepteur. 

La liaison du ligand sur son récepteur entraîne une modification conformationnelle responsable du 

recrutement d'un partenaire protéique différent (héterodimérisation). Après dimérisation, le 

complexe reconnaît via le DBD un élément de réponse spécifique RE (Response Element) présent 

dans le promoteur des gènes cibles (Olefsky, 2001 ; Corcos et al., 2002 ). 
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3.1.1. Activation de CAR par le phénobarbital 

Le récepteur cytoplasmique CAR semble être retenue par un complexe de protéines 

chaperonnés. Les composants de ce complexe identifiés à ce jour sont la HSP90 ( «Heat shock 

protein 90»), CCRP (Cytoplasmic CAR Retention Protein), PPP1R16A (Hasibu, 2012). 

Le phénobarbital régule l'activité transcriptionnelle de CAR par un mécanisme indirect (ligand­

independent) (Duan et Hongbing, 2012). En augmentant son déplacement depuis le cytoplasme 

vers le noyau. L'utilisation de l'acide okadaïque, un inhibiteur de phosphatase de type 2A, a 

démontré que le phénobarbital augmentait la phosphorylation de CAR (Guéguen et al., 2006). 

Une fois le phénobarbital lie au complexe CAR, le récepteur CAR subit une translocation 

quantitative dans le noyau et forme un hétérodimère avec un autre récepteur nucléaire désigné 

RXR (Retinoic Acid Receptor) (Corcos et al., 2002). Il y a alors recrutement des co-activateurs 

(SRC-1, le facteur de transcription Spl et «signal cointegrator-2») et dissociation des 

corépresseurs Nuclear corepressor receptor (NCoR). Le complexe CAR-RXR-co-activateurs lie 

aux éléments de réponse sur l'ADN des gènes cibles (CYPlA, CYP2C, CYP2B, CYP3A, MDRl 

entre autres), ce qui conduit à une augmentation de leur transcription (Hasibu, 2012) (Fig. (16)). 

Les déterminants principaux de l'induction des gènes CYP par le phénobarbital sont contenus 

dans les séquences PBREMIPBRU. En conséquence, CAR pourrait être un médiateur universel 

de l'effet du phénobarbital chez les rongeurs et chez l'homme (Corcos et al., 2002). 

Indirect 
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CYP1A 
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CYP28 
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1 GSTA1 1 
ALOH1A 
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Figure 16. Rlustration schématique du mécanisme d'activation de gène cibles CAR par le phénobarbital 

(Hasibu, 2012). 
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3.1.2. Activation de PXR par le phénobarbital 

Outre CAR, un autre membre de la famille des récepteurs orphelins a été découvert, le 

récepteur PXR. De multiples approches expérimentales ont permis de définir le PXR comme 

régulateur clé de l' induction du CYP3A (Moore et Kliewer, 2000). Il est le régulateur 

transcriptionnel de nombreux gènes impliqués dans le métabolisme et le transport des 

médicaments. Parmi les gènes cibles chez l'homme, on retrouve ceux codant les enzymes de la 

phase I telles les mono-oxygénases CYP2B6, CYP2C8 et C9, CYP3A4 et7. Le PXR peut 

également réguler la transcription des enzymes de conjugaison de la phase II comme les 

glutathion S transférases, les sulfotransférases et les UDP-glucuronosyltransférases. Enfin, PXR 

peut activer le gène MDRl (ABCBl) impliqué dans la sortie cellulaire des molécules exogènes 

tels la P-gp (Snoda et al., 2003). 

Le PXR était censé à l'origine pour être localisé au noyau, mais des études postérieures ont 

indiqué qui est également présent dans le cytoplasme. (Chenet al., 2012). 

Le mécanisme par lequel PXR induit la transcription de ses gènes cibles est bien décrit. À l'état 

basal, PXR est localisé au cytoplasme en complexe avec les protéines chaperonnes HSP 90 et 

CCRP. Le phénobarbital entraîne une dissociation de PXR avec HSP 90 et CCRP, puis PXR 

forme un hétérodimère avec RXR, le même principe que CAR, pour ensuite se lie à des sites 

DR3 (répétitions directes séparées par 3 pb) et ER6 (répétitions en orientation inverse et vers 

l'extérieur, séparées par 6 pb) et transactive les gènes cibles. Des études, ont montré que 

l'hétérodimère PXRIRXR peut se fixer sur le PBREMIPBRU de rongeur et humain avec une 

spécificité de liaison comparable à celle de CAR/RXR (Fig. (17)) (Corcos et al., 2002 ; Hasibu, 

2012). 

PB 

CYP28 
CYP3A 
CYP2Cs 
CYP 2A 
AKR 1b7 
C E S2 
UGT1A1 
SULT2A1 
GST A1 
ALOH1A 
OATPs 
MOR1 

M R P3 
CYP4F12 
CYP 7A 
CAR 

Figure 17. Illustration schématique du mécanisme d'activation de gène cibles PXRpar le phénobarbital 

(Hasibu, 2012). 
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Partie II. Matériel et méthodes 

L' étude expérimentale a été effectuée au laboratoire de pharmacologie du département de 

biologie, à l 'université de Jijel. Elle est consacrée pour évaluer l'effet du phénobarbital sur le 

cyclophosphamide au cours d'un traitement du cancer pulmonaire induit par le stress oxydatif 

par le benzo[a]pyréne. 

1. Produits chimiques 

Le benzo[a]pyrene, le cyclophosphamide (Famisas®) 500mg injectable; fabriqué par 

Biochem Pharmaceutical industries Ltd.India., phénobarbital (Aparoxal) 1 OO mg voie orale ; 

fabriqué par Laboratoires Pierre Fabre Médicament France. 

2. Animaux 

2.1. Entretien des animaux 

L'étude a été réalisée sur des rats Wistar Albinos provenant de l'institue Pasteur (Alger). 

Les animaux pesant environ 200g sont élevés dans des cages. Ils ont libre accès à l'eau et à la 

nourriture. L'animalerie est maintenue à température ambiante (20-26°C) et un cycle jour-nuit 

12h-12h. Après une mise en quarantaine de 7 jours, les rats sont utilisés pour effectuer cette 

étude. 

2.2. Induction de la pathologie expérimentale : Cancer pulmonaire 

L' induction chimique d'un model de cancer broncho-pulmonaire a été réalisée sur des 

rats Wistar Albinos par injection intra-péritonéal(IP) d'une dose unique de IOOmg/kg de B[a]P 

véhiculé dans 0.5ml de l'huile d'olive. 

2.3. Traitement des animaux par le cyclophocphamide et le phénobarbital 

Dans cette étude, les rats ont été traité par le CP A à une dose unique intraveineuse (IV) 

de 80 mg/kg associé avec à une dose unique du phénobarbital 20 mg/kg par voie oral, après un 

délai de 15 semaines du début de l'induction de la pathologie ; durée suffisante pour le 

développement du cancer broncho-pulmonaire. 
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Groupes expérimentaux 

Les rats ont été répartis en 4 groupes : 

Groupe 1 (03 rats) : Témoins(T): animaux recevant une dose unique IP de 0.5 ml de l' huile 

d'olive (véhicule 1). Après 15 semaines, ils recevaient lml d'eau stérile en une dose unique par 

IP, et de 1 ml d'eau distillée par voie orale, au même temps. 

Groupe 2 (03 rats): Benzo[a]pyrene (B): animaux recevant une seule injection d'une dose de 

100 mg/kg de B[a]P dissout dans 0.5 ml de l'huile d'olive par voie IP. Après 15semaines, ils 

recevaient 1 ml d'eau stérile en une injection unique IP; et 1 ml d'eau distillée par voie orale. 

Groupe 3 (03 rats): Benzo[a]pyrene +cyclophosphamide (BC): animaux recevant une seule 

injection du 0.5 ml de l'huile d'olive contenant 100 mg/kg de B[a]P voie IP. Après 15 semaines, 

les animaux ont été traités avec une dose unique du CPA de 80 mg/kg par voie IP et 1 ml d'eau 

distillée per os. 

Groupe 4 (03 rats): Benzo[a]pyrene + cyclophosphamide +phénobarbital (BCP): animaux 

recevant une seule injection du 0.5 ml de l'huile d'olive contenant 100 mg/kg de B[a]P voie IP. 

Après 15 semaines, les animaux ont été traités avec une dose unique du CP A de 80 mg/kg par 

voie IP et une dose unique du PB de 20 mg/kg per os. 

3. Prélèvement des poumons 

Les animaux ont été sacrifiés par anesthésie (par l'éther), une semaine après le traitement 

par cyclophosphamide et phénobarbital, correspondant à une durée total de l'étude de 16 

semaines. Au moment du sacrifice, les poumons de chaque rat ont été prélevés, lavés dans une 

solution de NaCl 9%o pour débarrasser le poumon du sang, pesés et soumis à un examen 

macroscopique à la recherche d'éventuels signes de cancérisation, puis ont été stockés à -20°C 

jusqu'à l' analyse du stress oxydatif cellulaire. 

4. Dosage des paramètres du stress oxydatif 

4.1. Préparation de la fraction cytosolique 

Pour la préparation de la fraction cytosolique, nous avons utilisé la méthode décrite par 

Iqbal et al. (2003). Pour cela, 0,5 g de poumons sont coupés et homogénéisés avec 3 volumes de 
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L'homogénat est d'abord centrifugé à 2000 tours/min pendant 15 minutes à 4°C pour séparer les 

débris nucléaires ensuite à 9600 tours/min, pendant 30 minutes. Le surnageant ainsi obtenu est 

utilisé comme source enzymatique. 

4.2. Dosage du glutathion cytosolique 

Le glutathion est un tripeptide composé de trois aminoacides: l'acide glutamique, la 

cystéine et la glycine. Pour le dosage du GSH nous avons utilisé la méthode colorimétrique 

d'Ellmane par le réactif DTNB «acide 5,5'dithiodis 2-nitrobenzoique ». Le principe de la 

réaction consiste à l'oxydation de GSH par le DTNB ce qui libère l'acide thionitrobenzoique 

« TNB », lequel au pH alcalin présente une absorbance à 412 nm selon la réaction suivante : 

GSH + DTNB -------... GSSG+TNB 

On prépare un homogénat de 0,5g de poumon dans 3 volumes de l'acide trichloracétique TCA 

(5%) dans un potter en verre. Ensuite, on a centrifugé à 2000 xg, puis on a récupéré 50 µl de 

surnagent est diluées dans 10 ml de tampon phosphate (0.1 M, pH=8). 20µ1 de DTNB (O.OlM) 

sont ajoutés à 3 ml du mélange de dilution._Aprés 15 min d'incubation la lecture de la densité 

optique est effectuée à 412 nm contre un blanc préparé dans les mêmes conditions avec le TCA 

(5%). 

Le taux de GSH est déduit à partir d'une gamme d'étalon de glutathion préparé dans les mêmes 

conditions que le dosage et les concentrations sont exprimés en millirnoles de glutathion par 

gramme de poumon. 

4.3. Dosage du malondiadehyde cytosolique 

Le malondiadehyde (MDA) est l'un des produits terminaux formés lors de la 

peroxydation lipidique qui résulte de la coupure, médiée par les radicaux libres, des acides gras 

polyinsaturés possédant au mois trois doubles liaisons. La réaction de dosage du 

malondialdéhyde repose sur la formation en milieu acide et à chaud entre la malondialdéhyde et 

deux molécules d'acide thiobarbiturique (TBA), pour donner un pigment coloré en rose 

absorbant à 350 nm est extractible par solvant organique comme le n-butanol. On a procédé 

selon la méthode décrite par Okhawa et al. (1979). En résumé, 0.5 g de poumon sont broyés dans 

un potter en verre dans une solution de KCl (1.15M). Puis, 0.5ml de ce homogénat est récupéré 

et additionné de 0.5 ml de TCA 20% et 1 ml de TBA 0.67%. Ce mélange est ensuite incubé 

pendant 15 min au bain-marie à 1 OO C, puis refroidit. Lorsque le mélange est froid, il est 
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additionné de 4ml de n-butanol puis centrifugé à 3000 xg pendant 15 min. le surnageant est 

ensuite récupéré et son absorbance mesurée à 530 nm. 

Le taux de MDA est déduit à partir d'une droite d'étalonnage préparé dans les mêmes conditions 

que l'échantillon avec de 1, 1, 3,3-tetramethoxypropane «TEP». Le taux de MDA est exprimé 

en n mol de substances réactive de l'acide thiobarbiturique « TBARS » formé par mg de 

protéines. 

4.4. Mesure de l'activité enzymatique de la catalase: 

L'activité de la catalase est déterminée par la méthode de Clairbone (1985). Le principe 

de cette méthode est basé sur la disparition de H202 en présence de la source enzymatique à 

25°.1 ml de tampon phosphate 0.1 M, pH 7 a été additionné de 0.95 ml de peroxyde d'hydrogène 

0.019M et 25µ1 fraction cytosolique. Puis l'absorbance a été mesuré par spectrophotométrie à 

240nmpendant deux (02) minutes.la cinétique de la catalase n'obéissant pas au model Micaelien, 

on n'a pas utilisé la loi de Beer-Lambert.la constante de vitesse de la catalase est définie par la 

relation: 

UI= 2.3 / ât x log10 (DOo/D01). 

L'activité enzymatique est exprimée en unité Ul/g de protéine. 

DOo: Absorbance à 0 min. 

D01: Absorbance au moment« t ». 

6 t: Intervalle de temps. 

4.5. Mesure de l'activité Glutathüon S-Transférase 

L'activité de la GST a été évaluée selon la méthode de Habig et al. (1974) qui consiste à 

fournir à l'enzyme un substrat, en général du chlorodinitrobenzéne (CDNB), qui réagit 

facilement avec de nombreuses formes de GST et de glutathion, un mélange de 850 µl de tampon 

phosphate à 0,1 M de pH 6,5 et de 50 µl de CDNB à 20 Mm à été préparé et à été incubé à 37°C 

pendant 10 min. La réaction est déclenchée par l'addition à ce mélange de 50 µl d'une solution 

de GSH à 20 mM et 50 µl de fraction cytosolique. Un contrôle est préparé dans les mêmes 

conditions avec du tampon phosphate. L' absorbance est mesurée par spectrophotométrie à 340 

nm toutes les minutes pendant 5 min. Les résultats sont calculés selon la formule suivante : 
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E e (UI /ml)= (M340/ min test- M340/min blanc)/ Vt X Fd 
nzym 9.6XVe 

Vt: volwne total (ml) de l'essai. 

Fd: facteur de dilution. 

9.6: coefficient d'extinction (mM de glutathion- Chlorodinitrobenzéne conjugué à 340nm). 

Ve: volwne (ml) de l'enzyme utilisée. 

Les résultats sont exprimés en UI/g de protéines. 

5. Analyse statistique 

Les résultats graphiques sont présentés sous forme de moyenne et d'écart-type. L'évaluation 

statistique est effectuée en comparant les moyennes des groupes traités : le groupe 2, le groupe 3 

et le groupe 4, au groupe 1 d'une part, d'autre part une comparaison des groupes 3 et 4 au 

groupe 2 mais aussi une autre comparaison est effectuée entre le groupe 3 et le groupe 4, en 

utilisant le test T de Student : 

./ P > 0.05 : la différence n'est pas significative (ns). 

./ P < 0.05 : la différence est significative (*) . 

./ P < 0.01 : la différence est très significative(**) . 

./ P < 0.001 : la différence est hautement significative(***). 
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Partie ID : Résultats et discussions 

Comme tous les médicaments anticancéreux le cyclophosphamide est responsable d'effet 

secondaire. La toxicité est causée par des métabolites réactifs issus de sa biotransfonnation par 

les cytochromes P450 et I ou par la perturbation de la balance antioxydant/pro-oxydant. Plusieurs 

études montrent que le cyclophosphamide a un caractère pro-oxydant, et la génération du stress 

oxydatif après son administration conduit à la diminution des activités du système antioxydant et 

à l'augmentation de la peroxydation lipidique. D'autre part, le cyclophosphamide est un pro­

médicament qui nécessite une activation métabolique par les cytochromes P450 pour qu'il soit 

capable d'excercer son effet. Pour cela, nous avons utilisé le phénobarbital comme un inducteur 

enzymatique de ces cytochromes ainsi que d'autres enzymes de la détoxification. 

Le but de notre travail est de déterminer le statut oxydatif de la cellule cancéreuse 

pulmonaire, traité par le cyclophosphamide et le phénobarbital, pour cela nous avons d'abord 

induit un cancer chez les rats wister albinos par le benzo[a]pyrène à une dose de lOOmg /kg. 

Après 15 semaines, les rats ont été traité par le cyclophosphamide seul à une dose unique de 

80mg/kg par voie intrapéritonéale, ou associé avec le phénobarbital à une dose unique de 

20mg/kg par voie orale, et après une semaine les animaux ont été sacrifié et le diagnostique du 

cancer vérifié. 

Afin de déterminer le statut oxydatif des tissus atteints de cancer, quatre paramètres ont 

été évalués. Les résultats du dosage de réserve de glutathion, des activités enzymatiques de la 

catalase, de la glutathion S-transférase, ainsi que de malondialdehyde dans les tissus pulmonaires 

des groupes témoin et traité. 
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L'examen macroscopique des poumons des rats témoins présentent une couleur rose avec 

une structure intacte (Fig.18 (A)).Alors que les poumons des rats traité par le B[a]P seul, montre 

une surface de couleur brunette peut être due des nécroses (Fig. 18(B)). Et ceux des rats traité par 

le CP A présentent une surface de couleur blanchâtre ce qui peut être due à la formation des 

kystes résultants des réactions inflammatoires (Fig.18 (C)). 

Figure 18. Examen macroscopique des poumons des rats appartenant aux 4 lots. Les flèches indiquent 

les nodules. (A): poumon de rat témoin, (B): poumon de rat traité par le B[a]P, (C): poumon de rat 

traité par le B[a]P et CPA, (D): poumon de rat traité par le B[a]P, le CPA et le PB. 
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1. Effet du cyclophosphamide (CPA) sur le stress oxydatif cellulaire 

Le glutathion (GSH) est un tripeptide ubiquitaire essentiel (L-y-glutamyl-L-cystéinyl­

glycine) contenant un groupement sulfuhydryle. C'est un puissant nucléophile et inactive les 

composés électrophiles réactifs par conjugaison directe non enzymatique ou par une réaction 

enzymatique catalysée par la glutathion S-transférase (GST) (Weng et al., 2005). 

Nos résultats montrent qu'il y a une augmentation très significative (P<0.01) des taux de 

glutathion (GSH) dans les cellules pulmonaires des rats traités par le benzo[a] pyrène (B[a]P) 

(groupe2) (Fig.19) par rapport au témoin contrairement à la littérature où la réserve de glutathion 

a été diminué à cause de sa consommation lors des réaction de conjugaison avec les métabolites 

de B[a]P, avec les produits de la peroxydation lipidique et avec le peroxyde d'hydrogène 

(Rahman et MacNee,1999). 

Ces résultats obtenus peuvent être expliqués par une mutation au niveau de !'époxyde hydrolase 

(EH). La mutation (TC) au niveau de l' exon 3 est associée à une diminution de l' activité de 

l'enzyme de près de 50 % et à une diminution de la quantité d'adduits BPDE à l'ADN (Pastorelli 

1998). Sachant que la voie du glutathion (GSH) est très importante pour la détoxification du 

BPDE (Srivastava, 1999), donc la diminution de la formation de BPDE conduit à la diminution 

de la consommation de la GSH. 
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Figure 19. Variation de la concentration de GSH dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des 
lots B, BC et BCP par rapport au lot T. T: témoins, B: traités par B[a]P JOOmglkg par voie 
IP, BC : traités par cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP, BCP: traités par 
cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP et phénobarbital 20mglkg voie oral. p < O. 05 : 
slgn!flcatif _ ( *), p < 0.01 : très signif1eatif (**), p< 0.001 : hautement significatif (***), p N 

O. 05 .·non signt/icatf/ (ns) 7 
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Après l'administration du CPA (groupe 3) on observe qu'il y a une diminution très 

significative (P<0.01) de la réserve de glutathion en comparaison avec le groupe 2 (Fig. 20). 

Cette déplétion est en accord avec les études de Datta et al., (1998) et Bhatia et al., (2008) qui 

ont expliqué cette déplétion par la réaction de conjugaison du GSH avec l'acroléine, métabolite 

du CP A, qui est un aldéhyde a,p- insaturé électrophile très réactif, peut interagir de façon 

covalente avec les macromolécules des cellules pulmonaires et de provoquer des dommages 

cellulaires. 

Une autre enzyme redox importante, qui catalyse la conversion de GSSG en GSH est la 

glutathion réductase, Cette enzyme contient un ou plusieurs résidus groupes sulfhydriques, qui 

sont essentiels pour l'activité catalytique. La diminution de l'activité de cette enzyme dans les 

poumons peut être un facteur important pour l'épuisement du contenu de GSH comme on nous 

l'avons constaté dans notre étude et en accord avec les résultats de Elangovan et al., (2005). 

La glutathion réductase GR et la glutathion péroxydase GPx sont essentielles pour maintenir le 

rapport constant de GSH /GSSG dans la cellule. Une diminution des activités de ces enzymes 

antioxydantes et de détoxification a comme conséquence la rupture du cycle de glutathion 

(Bhatia et al., 2008). 

5 
~ 

"O 
t)Jl 4 
E --- l1l e = 3 ns 
E ~ 
:S..·-

** -..... = 2 
OO 
c.:i 

1 

0 B BC BCP 

Figure 20. Variation de la concentration de GSH dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des 
lots BC et BCP par rapport au lot B. B: traités par B[a]P JOOmg/kg par voie IP, BC: traités 
par cyc/ophosphamide 80mglkg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mglkg par 
voie JP et phénobarbital 20mg/kg voie oral P < 0.05: significatif (*), p< 0.01: très 

sig71{/icatif (**), p< o. OUI: hautement signtficuti/ (***),PP a (}.f: non J'igll!flcllli/ (m), 
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Le traitement des animaux par le B[a]P a causé une production très significative (P<0.01) 

du MDA en comparaison avec le groupe témoin (Fig. 21 ). Nos résultats sont en accord avec 

l'étude de Rajat et al., (2000) qui démontre une augmentation de la peroxydation lipidique au 

cours du cancer pulmonaire induit par le B[a]P chez les souris. Cette peroxydation est induite par 

les ROS générés lors du métabolisme du B[a]P par la voie des cytochromes ou la voie des 

quinones ainsi que par ces métabolites réactifs. 
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Figure 21. Variation des concentrations des MDA dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des 
lots B, BC et BCP par rapport au lot T. T: témoins, B: traités par B[a]P lOOmglkg par voie IP, 
BC: traités par cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 
80mg/kg par voie IP et phénobarbital 20mglkg voie oral. p < 0.05: significatif (*), p< 0.01: 
très significatif(**), p< 0.001 : hautement significatif(***), p~ 0.05: non significatif (ns) 

L'administration du CPA (groupe 3) a été accompagnée d'une diminution significative 

(P<0.05) du taux de produit de peroxydation lipidique, MDA, par rapport au groupe traité par 

B[a]P (Fig. 22). D'autre études montrent que, le CPA augmente le taux des MDA par l'acroléine 

qui active la production intracellulaire des ROS et NO' ce qui conduit à la production de 
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peroxynitrite (Bhatia et al., 2008). Les ROS et les espèces réactives nitrogène sont des sources 

principales de la réponse inflammatoire dans les poumons. Les dommages du poumon et sa 

pathogénie impliquent la peroxydation des acides gras polyinsaturés, qui affecte la fonction de 

membrane, inactive les récepteurs attachés de membrane et augmente la perméabilité du tissu. 

Les Aldéhydes qui sont produits pendant le processus LPO ont été associés au stress oxydatif 

dans le tissu (Saba et al., 2013). 

On peut expliquer la diminution du taux des MDA par la capacité du système antioxydant GST, 

GSH (qui a augmenté chez les rats traité par le B[a]P), d'inactiver les métabolites toxiques et les 

radicaux libres de cyclophosphamide qui stimulent la peroxydation lipidique, et le taux des 

MDA peut être augmenté si la durée de traitement dépasse 7 jours. 

La diminution de taux des MDApeut aussi traduire par l'induction de l'apoptose par le CPA. 
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Figure 22. Variation des concentrations des MDA dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des 
lots BC et BCP par rapport au lot B. B: traités par B[a]P JOOmg/kg par voie IP, BC: traités par 
cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP 
et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif (*), p< 0.01: très significatif(**), p< 
0.001 : hautement significatif(***), p~ 0.05: non significatif (ns). 

La Catalase réagit efficacement avec H202 pour donner de l'eau et de 1'02. Elle est 

localisée principalement dans les peroxysomes, mais elle se trouve aussi dans le cytoplasme. Elle 

protège les constitwmts cellulaires contre le stress oxydatif. 
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Une diminution significative (P<0.05) de la réserve de la catalase dans les poumons de 

groupe 2 (Fig. 23). Cette baisse de l'activité de la catalase est en accord avec l'étude de Kim et 

Lee, (1997) où l'exposition répété des poumons au B[a]P conduit à la diminution des 

concentrations de catalase dans les cellules ce qui pourrait être attribuée à la consommation de 

cette enzyme suite à la production excessive de peroxyde d'hydrogène dans les cellules 

cancéreuses (Padmavathi et al., 2006). Cependant les pluparts des auteurs penchent pour 

l'hypothèse selon laquelle la diminution des taux de le catalase serait due à une augmentation de 

la péroxydation lipidique (Ramakrishnan et al., 2007; Vinodhkumar et al.,2006). Il est plus 

probable que cette baisse soit due à la combinaison de tous ces facteurs. 
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Figure 23. Variation de l'activité de la catalase dans les poumons des rats des groupes traités. 
Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des lots B, 
BC et BCP par rapport au lot T. T: témoins, B: traités par B[a]P JOOmg/kg par voie IP, BC : 

traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie IP, CP: traités par cyc/ophosphamide 80mg/kg 

par voie IP et phénobarbital 20mglkg voie oral. p < 0.05: significatif (*), p< 0.01: très 

significatif(**), p< O. OO 1 : hautement significatif(***), Pr'} O. 05 : non significatif (ns). 

Les Glutathion S-transférases (GSTs) sont une famille des enzymes qui catalysent la 

conjugaison du glutathion réduit avec une variété de composé électrophiles. Elles réduisent les 

hydroperoxydes en alcools mais ne réduit pas H202. 
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Contrairement aux autre études comme l'étude de rajat et al., 2000, qui démontrent une 

diminution de la réserve de la GST, on a obtenu une augmentation significatif (P<0.05) de la 

réserve en GST dans le groupe 2 par rapport au groupe 3 (Fig. 24) qui peut être expliquer par 

l'augmentation des taux de la GSH qui est un substrats pour la GST. 
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Figure 24. Variation de la concentration de GST dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des 
lots B, BC et BCP par rapport au lot T. T: témoins, B: traités par B[a]P JOOmglkg par voie IP, 
BC : traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie JP, CP: traités par cyclophosphamide 
80mglkg par voie IP et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif (*), p< 0.01: 
trèssignificatif(**),p< 0.001: hautementsignificatif(***),pfj 0.05: nonsignificatif(ns). 

Après l'administration du CPA, les antioxydants enzymatiques CAT, GST des poumons 

des rats sont diminués (Fig. 25 : 26). La GST est diminué de manière très significative (P<O ,01) 

par rapport au groupe traité par le B [a]P, alors que la catalase est diminué de manière non 

significatif (P>0,05) par rapport au groupe traité par le B [a]P. Plusieurs études indiquent que le 

cycl6phosphamide a un caractère pro-oxydant, et la génération du stress oxydatif après 

l'administration de cyclophosphamide conduit à la diminution de l'activité des enzymes 

antioxydants. Le stress oxydatif résultant de surexpression des ROS et la décomposition de la 

défense antioxydant (Ritesh et Sanmati, 2012). 

39 



Résultats et Discussions 

0,12 
.-

0,1 fi} 
~ 

= ·-·~ 0,08 ..... ns e c. 0,06 ~ ns 
"O 
~ 0,04 ~ 

l:J - 0,02 
~ u 0 

B BC BCP 

Figure 25. Variation de l'activité de la catalase dans les poumons des rats des groupes traités. 
Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des lots BC et 
BCP par rapport au lot B. B: traités par B[a]P lOOmg/kg par voie JP, BC: traités par 
cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP 
et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif(*), p< 0.01: très significatif(**), p< 
0.001: hautementsignificatif(***),p~ 0.05: nonsignificatif(ns) . 
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Figure 26. Variation de la concentration de GST dans les poumons des rats des groupes traités. 

Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. Comparaison des lots BC et BCP 

par rapport au lot B. B: traités par B[a]P lOOmg/kg par voie JP, BC: traités par cyclophosphamide 

80mglkg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie IP et phénobarbital 20mg/kg 

voie oral p < 0.05: significatif(*), p< 0.01: très significatif(**), p< 0.001: hautement significatif 
r***),p~ 0.05: nonsignfllcati/(ns). 

40 



l 
l 

Résultats et Discussions 

2. Effet de l'interaction cyclophosphamide (CP A) et phénobarbital (PB) sur stress 

oxydatif cellulaire 

Chez les rats traités par le phénobarbital et le cyclophosphamide en association (groupe 

4), on a remarqué une augmentation non significative (P>0.05) par rapport aux rats traités par le 

CPA (groupe 3) (Fig. 27), qui peut être expliquée par l'activation des enzymes de 

renouvellement de la glutathion comme la glutathion réductase (GR) par le phénobarbital. 
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Figure 27. Variation de la concentration de GSH dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. BC : traités par 
cyclophosphamide 80mglkg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie 
IP et phénobarbital 20mglkg voie oral. p < 0.05 : significatif (*), p< 0.01 : très significatif 
(**), p< 0.001: hautement significatif(***), p~ 0.05: non significatif (ns). 

La peroxydation lipidique a augmenté de façon non significative (P>0.05) dans le groupe 

4 en comparaison avec le groupe 3 (Fig. 28)., mais elle a diminué par rapport au groupe traité par 

le B[a]P seul. L'étude de Premereur et al., (1986) montre que le phénobarbital augmente la 

production de l'H202 par l'activation des cytochrome P450; en plus cette activation peut 

conduire à la production de l'anion superoxyde ce qui peut augmenter la peroxydation lipidique. 
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Figure 28. Variation des concentrations des MDA dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. BC : traités par 
cyclophosphamide 80mglkg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mg/kg par voie IP 
et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif(*), p< 0.01: très significatif(**), p< 
0.001: hautement significatif(***), p~ 0.05: non significatif (ns). 

L'augmentation de l'activité de la catalase au niveau de groupe 4 par rapport au groupe 3 

est statistiquement non significative (P>0.05) (Fig. 29). On suggère que le phénobarbital 

augmente la production de glutathion peroxydase (GPx), un autre enzyme qui joue un rôle très 

important dans la détoxification de H202 en eau. Ou par l'augmentation de l'expression des 

gènes qui codent pour la catalase par le PB. Parallèlement, l'activité de la OST a diminué de 

manière significative (P<0.05) (Fig. 30) à cause de sa consommation intense. 
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Figure 29. Variation de l'activité de la catalase dans les poumons des rats des groupes traités. 
Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. BC : traités par 
cyclophosphamide 80mglkg par voie IP, BCP: traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie IP 
et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif(*), p< 0.01: très significatif (**), p < 
0.001 : hautement significatif(***), Pfj 0.05: non significatif (ns). 
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Figure 30. Variation de la concentration de GST dans les poumons des rats des groupes 
traités. Chaque valeur est exprimée en moyenne ± écart-type, test de Student. BC : traités par 
cyclophosphamide 80mglkg par voie IP, CP: traités par cyclophosphamide 80mglkg par voie 
IP et phénobarbital 20mg/kg voie oral. p < 0.05: significatif (*), p< 0.01: très significatif 
(**), p< 0.001 : hautement significatif(***), pr'j 0.05: non significatif (ns). 
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Le stress oxydatif médié par les radicaux libre joue un rôle important dans toutes les 

étapes de la cancérogénèse : initiation, promotion et progression. Il a été longtemps documenté 

que les cellules tumorales sont sous un stress oxydatif persistant et que le système antioxydant 

dans les cellules cancéreuses est sous attaque constant comme il doit faire face à ces ERO étant 

produits. Il a était suggéré également qu'un stress oxydatif intense aide les cellules cancéreuse à 

résister aux agents chimiothérapique comme le cyclophosphamide, une prodrogue qui est lui­

même responsable à des effets secondaires soit par la production des ERO et/ou par la génération 

des métabolites actifs. Donc l'utilisation d'un activateur enzymatique, phénobarbital, qui a un 

rôle dans la stimulation des enzymes de la phase 1 et II peut augmenter l'efficacité de ce genre 

de médicaments anticancéreux en cas d'une cellule tumorale, et de diminuer ces toxicité en cas 

des cellules normales. 
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Conclusion 

Plusieurs études montrent que le cyclophosphamide a un caractère pro­

oxydant, et la génération du stress oxydatif après son administration conduit à la 

diminution des activités des enzymes antioxydant et à l'augmentation de de la 

peroxydation lipidique. 

La présente étude a clairement démontré un changement dans le statut oxydatif 

du poumon atteint de cancer induit par le benzo[a]pyran, après le traitement par le 

cyclophosphamide il y' a une baisse des antioxydants enzymatique et non 

enzymatique, ainsi qu'une diminution non significative de la peroxydation lipidique. 

L'effet du phénobarbital sur l'activité des enzymes antioxydants n'est pas clairement 

établi, il provoque une augmentation non significative de la catalase, le glutathion et 

les malondialdéhyde et une diminution significative de glutathion S-transférase. 

L'augmentation de la dose journalière et de la durée de traitement peut être influencée 

l'effet du phénobarbital sur le système antioxydant. 

L'étude des paramètres du stress n'est pas suffisantes pour évaluer l'effet du 

phénobarbital sur le cyclophosphamide ; il faut donc étudier sa biotransformation par 

la détermination de métabolites de cyclophosphamide ; phosphamide moutarde, 4-

hydroxycyclophosphamide et carboxycyclophosphamide. 
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Résumé 

Le cyclophosphamide (CPA) est un médicament anticancéreux utilisé pour le traitement du 
cancer pulmonaire. C'est une prodrogue qui nécessite une activation métabolique par les 
cytochromes P450 pour être actif, ce qui influence son efficacité. Dans le but d'améliorer cette 
efficacité, nous avons utilisé le phénobarbital (PB) qui a la capacité d'induire les enzymatiques et 
notamment les cytochromes P450. Pour cela, nous avons évalué le statut du stress oxydatif 
cellulaire d'un modèle de cancérogénèse pulmonaire induit par le benzo[a]pyréne (B[a]P), au 
cours d'un co-traitement du CPA et de PB. Le B[a]P a été administré à une dose de 100 mg/kg 
par voie IP. Après 15 semaines, le CP A a été administré à une dose unique de 80 mg/kg (IP) 
associé ou non avec le PB à une dose de 20 mg/kg per os. Une estimation des antioxydants ainsi 
que la peroxydation lipidique (malondiadehyde) a été réalisée après une semaine de traitement. 
L'association du CPA et de PB n'a aucun effet sur la réserve en glutathion, sur les 
concentrations des malondiadehydes et sur l'activité de la catalase, mais il a diminué l'activité 
de la glutathion-S-transférase de façon significative. Les paramètres du stress oxydatif sont 
insuffisants pour déterminer l'effet de PB sur le CPA au cours d'un cancer pulmonaire, et 
l'étude de la biotransformation de CP A par la détermination de ses métabolites issus est 
nécessaire. 

Mots clés : cyclophosphamide, prodrogue phénobarbital, inducteur enzymatique, 
benzo[a]pyrene, cancer pulmonaire, stress 

Abstract 

Cyclophosphamide (CPA) is an anti-cancer drug used for the treatment of pulmonary cancer. lt 
is a prodrug which requires a metabolic activation by the P450 cytochromes to be active, which 
influences its effectiveness. In this purpose to improve this effectiveness, we used the 
phenobarbital (PB) which has the capacity to induce the enzymatic ones and in particular the 
P450 cytochromes. In this way, we evaluated the cellular oxidative stress statute of an animal 
pulmonary model of carcinogenesis induced by benzo[a]pyrene (B[a] P), during co-treatment 
with CPA and PB. B[a]P was administered at dose of 100 mg/kg intraperitoneally (IP). After 15 
weeks, the CP A was given as single dose of 80 mg/kg (IP) associated or not with PB at a dose of 
20 mg/kg per os. An assessment of antioxidants as well as the lipid peroxidation 
(malondiadehyde) was carried out after one week of treatment. The association of the CP A and 
PB does not have any effect on the reserve in glutathione, on the concentrations of 
malondiadehydes and_ on catalase activity, but it decreased significantly glutathion-S-transférase. 
The parameters of the oxidatif stress are insu:fficient to determine the effect PB on the CP A 
during a pulmonary cancer, and the study of the biotransformation of CPA by the determination 
of its resulting metabolites is necessary. 

Key words: cyclophosphamide, prodrug, phénobarbital, enzymatic iducer, benzo[a]pyrene, 
pulmonary cancer, oxidatif stress. 


