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Introduction

Le cancer représente un problème majeur de santé publique. Il constitue une des

principales causes de mortalité dans le monde.

La cancérogenèse, qui est l’ensemble des phénomènes ou d'événements qui

conduisent à la transformation d'un tissu sain en tissu cancéreux (Hamidi, 2013), est

composée de trois étapes, à savoir une initiation, une promotion et une progression (Paris et

al, 2016). Chaque étape implique des altérations géniques qui affectent les oncogènes et les

gènes suppresseurs de tumeurs (Tubiane et al, 2008 ; Link et al, 2010).

La chimiothérapie est une stratégie qui cherche à inverser ou à supprimer le

processus de cancérogenèse dans le but d’éliminer les cellules cancéreuses par l’emploi de

divers médicaments anticancéreux applicables seul ou en combinaison (Johnson et al,

2009). Même si les traitements chimiothérapeutiques ont largement contribué à

l’amélioration de la survie de patients atteint d’un cancer, leurs toxicités envers les cellules

normales à renouvellement rapide tel que les cellules de la moelle osseuse provoquent un

grand nombre d’effets indésirables inévitables et qui peuvent être fatales pour l’organisme

(Delavigne, 2009).

Les effets secondaires nocifs des agents chimiothérapiques comprennent la

production excessive des espèces réactives de l’oxygène (ERO). D’une autre part des études

récentes tentent d’introduire les ERO comme mécanisme d’action de certains médicaments

anticancéreux (Barrera, 2012).

Plusieurs études ont montré que la toxicité de la chimiothérapie anticancéreuse

s’exprime par la génération des radicaux libres et la peroxydation des lipides membranaires

ce qui peut provoquer une toxicité hématologique très sévère (Batteux et al, 2014).

Le globule rouge est une cellule, anucléée entourée d’une membrane cytoplasmique,

dont le composant principal est l'hémoglobine. Pour cela, le globule rouge comme modèle

cellulaire, représente un excellent système dans l’étude du stress oxydant en raison de sa

particularité constitutionnelle et fonctionnelle.

Notre étude consiste à évaluer l’effet oxydant des anticancéreux sur les globules

rouges par la mesure de la concentration cellulaire, l’évaluation du stress oxydant à travers

le dosage des produits de la peroxydation lipidique et la mise en évidence de l’oxydation et

la dénaturation de l’hémoglobine par les agents de chimiothérapie.
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I.1. Généralités sur le cancer

I.1.1. Définition du cancer :

Le cancer est caractérisé par une multiplication et propagation incontrôlée de cellules

anormales et une insensibilité à l’apoptose. Il est provoqué par des agents externes ou des

facteurs génétiques héréditaires. Une cellule devient cancéreuse lorsque son système de

réparation laisse échapper les différentes modifications microscopiques qui s’y sont

accumulées. Cette cellule se prolifère rapidement et de façon incontrôlée formant ainsi une

tumeur au niveau d’un organe. Ces cellules cancéreuses peuvent s’échapper et migrer vers

d’autres tissus à travers les vaisseaux sanguins et lymphatiques formant des métastases

(Soulié et al, 2015 ; Mascaux ,2016).

La cancérogénèse qui englobe l’ensemble des processus conduisant à la formation d’une

tumeur peut être divisée en trois phases : l’initiation, la promotion et la progression tumorale

(Gérin et al, 2003 ; Tubiana, 2008 ; Paris et al, 2016).

I.1.2. Traitement

La prise en charge thérapeutique du patient atteint d’un cancer est multidisciplinaire. Elle

fait appel à différentes spécialités dont les plus connus sont : la chirurgie, la radiothérapie et

la chimiothérapie. Elle vise à éliminer la tumeur cancéreuse et de prévenir l’apparition de

métastase ou d’autres cancers (Landi et al, 2004 ; Benoist, 2007 ; Psimaras et al, 2010 ;

Soulié et al, 2015 ; Yang et al 2016).

I.1.2.1. La chirurgie

Cette technique consiste à intervenir directement au niveau de la tumeur ; c'est-à-dire :

ablation de la tumeur soit de façon partielle soit totalement. Généralement c’est un

traitement principal et efficace lorsque la tumeur est localisée (Delavigne, 2009 ; Soulié et

al, 2015).

I.1.2.2. La radiothérapie

C’est une méthode de traitement fondée sur l’action biologique des rayonnements

ionisants et plus spécialement les rayons X à haute énergie pour la thérapie du cancer, elle

vise l’altération des capacités de prolifération des cellules cancéreuses en les exposant à des

doses élevées de radiation tout en préservant le plus possible les tissus sains et les organes

avoisinants. Elle peut être proposée comme seul traitement ou bien en association avec la

chimiothérapie (Stea et al, 2011).
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I.1.2.3. Traitement médicamenteux

La chimiothérapie anticancéreuse vise à détruire les cellules en division. C’est un

traitement qui repose sur la prise d’une substance chimique ayants pour cible d’agir sur la

cellule tumorale en ralentissant sa multiplication à fin d’augmenter l’espérance de vie du

patient et de réduire les douleurs dû aux métastases (Regnier-Denois et al, 2009 ; Faure et

al, 2010)

I.1.3. Les médicaments anticancéreux

Les agents anticancéreux sont des médicaments utilisés seuls ou en association dans les

chimiothérapies qui composent le traitement des cancers. Ils visent à lutter contre la

prolifération anarchique de cellules qui se différencient des cellules normales par la

présence d’anomalies génétiques et fonctionnelles. Cette chimiothérapie n’a pas pour but de

détruire la tumeur localement mais d’éviter l’échappement tumoral secondaire à la

formation de métastases à distance (Apretna et al 2004 ; Delavigne, 2009 ; Zhang et al,

2010).

I.1.3.1. Les différentes classes d’anticancéreux et leurs mécanismes d’action

Ces molécules ont été classées en fonction de leurs mécanismes pharmacologiques en

trois catégories :

 Anticancéreux Cytotoxiques : Les agents utilisés en chimiothérapie cytotoxique

diffèrent par leurs modes d’action et leurs appartenances à des familles chimiques.

On distingue ainsi six grandes familles: les agents alkylants, les inhibiteurs de la

topoisomérase I et II, les poisons du microtubule (Agents intercalants), les

antimétabolites et les agents scindants (Merceron et al, 2006).
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Tableaux I: Les agents utilisés en chimiothérapie et leurs mécanismes d’action (Merceron

et al, 2006 ; Faure et al, 2010 ; Zhang et al, 2010 ; Burotto et al, 2015).

Classe des

anticancéreux :

Exemples

d’anticancéreux :

Mécanisme d’action :

Les agents

alkylants

Cyclophosphamide

Ifosfamide

Chlorambucil

Melphalan

Mitomycine

Sels de platine (cisplatine,

carboplatine et oxaliplatine)

Sont des composés possédant un ou

plusieurs groupement alkyle très

nucléophiles pouvant entrer en

interaction avec l’ADN pour créer des

lésions covalentes qui vont avoir pour

conséquence l’inhibition de sa

transcription et sa réplication. Par

ailleurs, ils sont responsables de la

libération de radicaux libres entraînant

des cassures de la chaîne d’ADN.

Les poisons du

microtubule

(Agents

intercalants)

Alcaloïdes de la pervenche

(vincristine, vinblastine,

vinorelbine)

Taxanes

(paclitaxel, docétaxel)

Sont des molécules caractérisées par

plusieurs noyaux aromatiques

condensés. Elles provoquent une

détorsion de la molécule d’ADN, ce

qui empêche la progression des ARN

et ADN polymérases et inhibe donc la

réplication et la transcription. Elles

induisent également la génération de

radicaux libres.

Les

antimétabolites

Antipyrimidiques

(5 fluorouracile,

gemcitabine, cytarabine)

Antifoliques (méthotrexate).

Sont des analogues structuraux des

bases puriques, pyrimidiques et des

coenzymes foliniques. Ils inhibent la

synthèse des acides nucléiques en

provoquant une carence en

nucléotides.

Les agents

scindants

Bléomycine Ils possèdent une structure

moléculaire qui leurs permet de

s’insérer entre les composants de
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l’ADN réalisant ainsi de multiples

cassures de cette molécule.

Les inhibiteurs

de la

topoisomérase I

Dérivés de la

campthotécine:

irinotécan et topotécan

Les topoisomérases sont des enzymes

intervenant dans la réplication, la

transcription et la réparation de l’ADN

en réalisant des coupures mono ou

double brin. Par l’inhibition de ces

enzymes on prive la cellule d’utiliser

ses informations génétiques et donc on

provoque sa mort.

Les inhibiteurs

de la

topoisomérase II

Anthracyclines

(adriamycine, étoposide)

 Thérapies ciblées : il s’agit des médicaments dont l’action est ciblée à un niveau

précis du fonctionnement ou du développement des cellules tumorales. On

distingue deux types : des médicaments à action extra cellulaire : sont dirigés

contre un récepteur membranaire qui est présent sur la cellule tumorale (tel que :

avastin, erbitux…), et des médicaments à action intra cellulaires : inhibent la

transmission du signal de prolifération cellulaire par l’inhibition enzymatiques

(tel que : multikinases, glivec…) (Merlin 2008 ; Psimaras et al 2010).

 Autres anticancéreux : il s’agit d’agents anticancéreux ayant des modes d’action

différents des deux groupes ci-dessus (Psimaras et al, 2010).

I.1.3.2. Toxicité des anticancéreux

Les différents médicaments utilisés dans les protocoles de chimiothérapie n’agissent pas

spécifiquement sur les cellules tumorales mais peuvent aussi être toxiques pour les cellules

saines surtout celles à prolifération rapide (Delavigne, 2009). Ces effets toxiques peuvent

être cités comme suit : cardiotpxicité, neurotoxicité, nephrotoxicité, hépatotoxicité, alopécie,

déshydratation, fatigue, stérilité, dénutrition, problèmes cutanés, allergies et bien d’autres

(Tacar et al, 2012 ; Yang et al 2016 ; Mason et al, 2016).
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I.2. Le stress oxydatif

I.2.1. Généralité

Dans les systèmes biologiques, le stress oxydant est considéré comme un

déséquilibre et une défaillance des systèmes antioxydants protégeant les constituants de

l’organisme d’une oxydation ou d’une agression induite par un excès de molécules

relativement nocives appelées radicaux libres (Valko et al, 2007 ; Lushchak et al, 2014).

Ces radicaux libres sont définis comme étant des espèces chimiques réactives possédant un

électron non apparié sur l’orbital externe qui leur confère une instabilité. Cette configuration

procure de l’énergie à ces radicaux qui peuvent ainsi interagir avec d’autres molécules

notamment ; les protéines, les lipides, l’acide nucléique. Parmi les différentes classes de

radicaux libres, les espèces réactives de l’oxygène (ERO) sont les plus abondantes (Haleng

et al, 2007 ; Costa et al, 2014 ; Batteux et al, 2014 ; Sies et al 2017).

Les dérivés de l’oxygène qui constitue cette classe sont représentés dans le Tableau II.

Tableau II : les espèces réactives de l’oxygène (ERO) (Phaniendra et al, 2014 ; Lushchak

et al, 2014 ; Sies et al 2017).

Nom du radical Formule

Oxygène singuelet 1O2

Anion superoxyde O2
.

Peroxyde d’hydrogène H2O2

Radical hydroxyle OH.

Alcoxyles RO.

Radical peroxyle ROO.

hydroperoxydes ROOH

Oxydes nitriques NO.

I.2.2. Mécanisme de production des espèces réactives oxygénées (ERO)

La production des radicaux libres consiste principalement à la rupture homolytique

d’une liaison covalente en deux entités possédant chacune un électron, mais aussi

l’élimination ou l’addition d’un électron. Ces espèces réactives oxygénées sont générées par

différents mécanismes divisés généralement en deux classes : endogène et exogène (Franco

et al, 2008 ; Costa et al, 2014 ; Lushchak et al, 2014 ; Sies et al 2017).
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I.2.2.1. Origine endogène des ERO

1) La mitochondrie

La mitochondrie est la source majoritaire de production de radicaux libres,

principalement l’anion superoxyde et ce à travers la chaine respiratoire. Cette production

débute lorsque les composés NADH et FADH2 sont oxydés libérant ainsi de l’hydrogène et

des électrons qui sont transportés le long de cette chaine conduisant à une réduction de

l’oxygène en H2O. Il arrive qu’il y est des fuites de certains électrons amenant à former

l’anion superoxyde qui sous l’action de la superoxyde dismutase (SOD) est dismuté en

H2O2 (Li et al, 2013 ; Zorov et al, 2014 ; Costa et al, 2014 ; Jitschin et al, 2014 ; Lushchak

et al, 2014).

D’autres enzymes mitochondriales sont aussi impliquées dans la génération des ERO, tels

que : la NADPH oxydase, la monoamine oxydase, α-Glycérophosphate déshydrogénase

(Zorov et al, 2014 ; Costa et al, 2014 ; Sies et al 2017).Ce mécanisme de production des

ERO est résumé dans la figure 1.

Figure1 : Production des ERO mitochondriale (Li et al, 2013).

2) L’inflammation

L’inflammation est un processus permettant aussi la production d’ERO qui est

stimulé par la présence d’agents pathogènes dans l’organisme conduisant à

l’activation d’une enzyme située dans la membrane plasmique des phagocytes

appelée NADPH oxydase qui peut utiliser l’oxygène moléculaire pour former
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d’importantes quantités d’anions superoxydes (Favier, 2003 ; Beevi et al, 2007 ;

Winterbourn, 2008 ; Costa et al, 2014).

3) Le peroxysome

Les peroxysomes du foie sont les plus importants de l’organisme avec une

production importante d’H2O2 résultante essentiellement d’une oxydation peroxysomale des

acides gras (Valko et al, 2006 ; Franco et al, 2008 ; Phaniendra et al 2014 ; Costa et al,

2014).

I.2.2.2. Origine exogène des ERO

Des facteurs externes liés à l’environnement et au mode de vie sont également à

l’origine de l’accumulation des radicaux libres dans l’organisme tels que des agents

environnementaux pro-oxydants, intoxication aux métaux lourds, la pollution, les

rayonnements ionisants et ultra violets, carence en antioxydants apporté par l’alimentation

ou résultante d’une anomalie génétique, métabolisme de certains xénobiotiques et des

pilules contraceptives, consommation d’alcool, de tabac et d’aliments industriels (Defraigne

et al, 2008 ; Winterbourn, 2008 ).

I.2.3. Les cibles moléculaires des ERO

L’accumulation des ERO dans les cellules contribue à l’oxydation de divers

composants, y compris les acides nucléiques, les protéines et les lipides (Costa et al, 2014 ;

Lushchak et al, 2014).

I.2.3.1. Oxydation des lipides

L’oxydation des lipides membranaires et cellulaires, appelé peroxydation lipidique

est un phénomène qui abouti à la formation de déférents dérivés lipidiques par oxydation

des acides gras polyinsaturés présents dans les phospholipides, engendrant des

modifications de la fluidité et de la perméabilité des membranes, et un dysfonctionnement

de nombreux récepteurs, enzymes et transporteurs membranaires (Favier, 2003 ; Defraigne,

2008 ; Phaiendra, 2014 ; Sies et al 2017).

I.2.3.2. Oxydation des protéines

Les ERO peuvent oxyder les acides aminés présents dans les protéines et

généralement les acides aminés aromatiques entrainant leur modification, fragmentation de

la chaine peptidique, agrégation de produits d’interaction protéines-ERO, modification des
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charges électriques, perte des fonctions enzymatiques, modifications de la structure

protéique, et des interactions protéine-protéine (Sies et al 2017).

I.2.3.3. Oxydation de l’ADN

Les ERO interagissent avec le désoxyribose de l’ADN mais aussi avec ses bases

puriques et pyrimidiques. L’ADN mitochondriale (ADN mt) est plus exposé à cette

oxydation que l’ADN nucléaire (ADNn) du fait qu’il est à proximité de la chaine

respiratoire mitochondriale génératrice des ERO avec 2 à 3 fois plus de bases oxydées au

niveau de l’ADNmt qu’au niveau de l’ADNn. Cette interaction induit des cassures mono et

double brin de l’ADN, des modifications des bases, des interactions protéines-ADN, des

altérations génétiques, et des mutations conduisant à l’apparition de cancer (Phaniendra,

2014 ; Kumar et al, 2014 ; Sies et al 2017).

I.3. Chimiothérapie et stress oxydant

Le stress oxydatif qui est caractérisé par une concentration élevée de radicaux libres

provoquant divers dommages cellulaires, est impliqué dans un grand nombre de maladies,

agissant comme facteur déclenchant ou compliquant l’évolution de la maladie. Le stress

oxydatif est de ce fait impliqué dans la promotion du cancer en activant des pro-

carcinogène, en induisant des dommages de l’ADN et en inhibant des gènes suppresseurs

de tumeur comme la p53 (Favier, 2003 ; Rizwan et al, 2008 ; Leufkens et al, 2011). Le

stress oxydatif peut aussi avoir un effet suppresseur sur les tumeurs car les cellules

tumorales sont plus sensibles aux agents qui produisent des ERO que les cellules normales.

D’une autre part certains de ces médicaments induisent à leurs tours un stress oxydant

responsable de leurs effets secondaires et de la chimiorésistance.

(Gorrini et al, 2013 ; Allen et al, 2013 ; Batteux et al, 2014).

I.3.1. Statut oxydant marqueur biochimique chez les cancéreux

Dans le but d’étudier le statut oxydant chez les cancéreux plusieurs méthodes ont été

mises au point se basant sur la mesure de certains paramètres, notamment : la détermination

des antioxydants, la mesure des produits d’oxydation, la mesure des éléments traces et

l’identification intracellulaires des ERO (Kong et al, 2014 ; Stinkens et al, 2015 ; Sies et al,

2017). Ces paramètres, appelés biomarqueurs du stress oxydatif peuvent être résumés

comme suit :
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I.3.1.1. Evaluation du système antioxydant

Cette évaluation passe par la mesure des antioxydants enzymatiques, non

enzymatiques et la capacité antioxydante totale.

a) Les antioxydants de bas poids moléculaires dit non enzymatiques

Cette étude est basée sur la détermination des concentrations des antioxydants non

enzymatiques tels que : la vitamine E, la vitamine C, les B carotènes, la coenzyme Q10 dans

les tissus et les liquides corporelles, réalisée généralement par chromatographie liquide à

haute performance (HPLC) ou chromatographie gazeuse (CG) (Dotan, et al 2004 ;

Yossepowitch et al, 2007 ; Kong et al, 2013).

b) Les antioxydants enzymatiques

Cette étude consiste en l’évaluation de l’activité et du niveau enzymatique

généralement de la superoxyde dismutase (SOD), de la catalase (CAT) et de la glutathion

peroxydase (GPx) au moyen d’une analyse spectrophotométrique ou autres (Beevi et al,

2007 ; Majsterek et al, 2011 ; Battisti et al, 2011 ; Victorino et al, 2013).

c) La capacité antioxydante totale

C’est la mesure de l’effet inhibiteur de tous les antioxydants présents dans le plasma

et les liquides corporelles, passant par la mesure du TRAP (Total radical-trapping

antioxidant parameter) (Panis et al, 2011 ; Victorino et al, 2013), l’ORAC (Oxygen radical

absorbance capacity assay) ainsi que le FRAP (ferric reducing antioxidant power)

(Leufkens et al, 2011), utilisant comme méthode la spectrophotometrie et le kit ELISA

(Dotan et al 2004 ; Haleng et al, 2007).

I.3.1.2. La mesure des éléments trace

Le zinc et le cuivre cofacteur de la SOD et le sélénium cofacteur de la GPx peuvent

être utilisés comme biomarqueurs du stress oxydatif en utilisant la spectroscopie de masse à

plasma (Pincemail et al, 2009 ; Stinkens et al, 2015).

I.3.1.3. La mesure des produits d’oxydation

a) Mesure des protéines oxydées

Les protéines carbonyles (P.C) dérivées de l’oxydation des protéines par les ERO,

sont considérées comme un marqueur du stress oxydatif (C.Panis et al, 2011).
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La spectrophotometrie ou la technique HPLC est utilisée pour mettre en évidence la protéine

hydrazone produite après interaction des P.C avec le dinitrophénylhydrazine (DNPH)

(Battisti et al, 2011 ; Victorino et al, 2013).

b) Mesure des lipides oxydés

La malondialdéhyde (MDA) est le marqueur de l’oxydation lipidique le plus

utilisées, en utilisant le test TBARS (ThioBArbituric Reactive Substances) qui met en

évidence par colorimétrie la réaction de l’acide thiobarbiturique (TBA) avec les MDA

(Yossepowitch et al, 2007 ; Panis et al, 2011 ; Battisti et al, 2011 ; Pande et al, 2012 ;

Jitschin et al, 2013 ; Victorino et al, 2013 ; Ayala et al, 2014 ; Collard 2014 ; Lushchak

et al, 2014).

c) Mesure de l’ADN oxydé

La 8-Oxo-2’-désoxyguanosine ou 8-hydroxydésoxyguanosine (8.OHdG), qui résulte

de l’oxydation de l’ADN est l’un des marqueurs le plus utilisé. Sa mesure se fait par HPLC

ou chromatographie gazeuse couplé à la spectrométrie de masse (CG-SM) ou encore par

ELISA (Collins, 2004 ; Haleng et al, 2007 ; Jitschin et al, 2013 ; Collard 2014).

Le test de Comète est aussi une méthode permettant l’évaluation de l’ADN oxydé en

mesurant les cassures dans l’ADN des cellules, généralement les lymphocytes (Sies et al,

2017).Au moyen de l’électrophorèse, l’ADN possédant des cassures se déplace formant une

comète (Pincemail et al, 2009 ; Majsterek et al, 2011).

I.3.1.4. La mesure des ERO

Les méthodes utilisées pour la mesure des ERO intracellulaire dépendent du type

d’ERO à détecter. La spectroscopie et microscopie fluorescente, la spectroscopie de

résonance paramagnétique électronique et la spectrophotometrie sont les plus utilisées

(Costa et al, 2014 ; Stinkens et al, 2015).

I.3.2. Les anticancéreux et leurs potentiels cytotoxique et oxydant

Il est à noter que certain agents chimiothérapeutiques sont à l’origine de la

production des ERO durant le traitement du cancer. Cette production des ERO dépend du

médicament lui-même ; certain génèrent plus de ERO que d’autre notamment les

anthracyclines et les dérivés de platine (Qin et al, 2008).
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La génération du stress oxydant par la chimiothérapie est soit du à la perturbation de la

mitochondrie (Martins et al, 2008 ; Gorrini, 2013 ; Stinkens et al, 2015), de la NADPH

oxydase, ou de la cytochrome P450 du réticulum endoplasmique des cellules hépatiques qui

à l’origine d’une importante production des ERO du au métabolisme de ces agents

chimiothérapeutiques (Ozben, 2OO7), ou bien dû à la perturbation ou à la diminution des

capacités du système antioxydant (Gorrini et al, 2013).

Le stress oxydatif est aussi un mécanisme d’action de certains médicaments

anticancéreux mais à très hautes doses, les cellules saines peuvent être attaquées par ce

stress provoquant l’altération des lipides, altérations des enzymes et des protéines

conduisant à une apoptose cellulaires (Barrera, 2012).

Ce stress oxydatif induit par la chimiothérapie est à l’origine de la majorité de leurs effets

indésirables, et peut conduire au développement d’une chimiorésistance ceci via l’induction

de mutation par des dommages d’ADN causés par les radicaux libres (Gorrini et al, 2013).

I.3.3. L’anémie chimio-induite

L’anémie est définie selon l’organisation mondiale de la santé (OMS) comme une

diminution du taux de l’hémoglobine (Hb) en dessous des valeurs limites considérées

comme normales et fixées en fonction de l’âge, du sexe et d’un état physiologique

particulier. On parle d’anémie lorsque le taux d’Hb est inferieur à 13 g/dl chez l’homme, et

à 12g/dl chez la femme (Essomba et al, 2015).

L’anémie chimio-induite est une complication hématologique secondaire uniquement à

l’utilisation d’agents chimiotherapeutiques dans le cas d’un cancer, avec un taux

d’hémoglobine < 12g/dl, souvent associée à une diminution des globules rouges (GR) et de

l’hématocrite (Iuchi, 2012 ; Tiotiu et al, 2015).

Son étiologie est multifactorielle, certains médicaments chimotherapeutiques induisent

l’anémie par perturbation de la production ou la libération de l’érythropoïétine, hormone

secrétée majoritairement par le rein ; responsable de la synthèse des globules rouges. D’où

leurs diminution ainsi que celle du taux d’hémoglobine (David, 2009 ; Tiotiu et al, 2015).

D’autres induisent une anémie par carences en folates comme le methotréxate, mais la

majorité des anticancéreux cytotoxique agissent par blocage de la division cellulaire, de ce

fait, les érythroblastes qui nécessitent une division cellulaire rapide et intense pour donner

des globules rouges, peuvent être attaquées par ces agents et conduire à une anémie par
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inhibition ou diminution de leur synthèses (David, 2009).

Certains médicaments induisent une anémie hémolytique par action directe sur les globules

rouges souvent appelée stomatocytose comme c’est le cas avec l’isofosfamide (David,

2009).
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II.1.Matériels

II.1.1. Appareils utilisés

 Spectrophotomètre à UV.

 Balance analytique.

 Centrifugeuse réfrigérée.

 Bain mari.

 Réfrigérateur.

 Agitateur électromagnétique.

II.1.2. Produits chimiques

 Chlorure de sodium (NaCl).

 2,2’-Azobis (2-amidinopropane) dihydrochloride (AAPH).

 Peroxyde d’hydrogène (H2O2).

 Hydroxyde de sodium (NaOH).

 Acide thiobarbiturique (TBA).

 Acide trichloracétique (TCA).

 Acide éthylène-diamine tétra acétique (EDTA).

II.1.3. Présentation des agents chimiothérapeutiques utilisés

Les différents agents anticancéreux utilisés, ont été tous rapportés au niveau du CHU

« Nedir Mohamed » de la wilaya de Tizi-Ouzou unité «BELLOUA ».

Les différents médicaments anticancéreux utilisés sont les suivant :

Holoxan, Cyclophosphamide, Etoposide, Carboplatine, Gemcitabine, Cisplatine,

Oxaliplatine, Taxotére, Epirubicine, Erinotécan, Methotréxate (Annexe).
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II.2. Méthodes :

II.2.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Dans ce test, on a utilisé les globules rouges (GR) de l’être humain comme modèle

cellulaire. Le sang est collecté chez des sujets sains dans des tubes EDTA et conservé au

frais à 4°C. Il est centrifugé à 4000 rpm pendant 10 min à 4 °C puis lavé trois fois avec une

solution isotonique. Les plaquettes, les leucocytes et le plasma sont soigneusement éliminés

par pipetage. La suspension érythrocytaire est préparée avec une hématocrite égal à 10 %.

II.2.2. Préparation des solutions d’anticancéreux

Les solutions d’anticancéreux testés sont préparées dans la solution isotonique à des

concentrations désirées pour le test. Les concentrations utilisées pour chaque molécule sont

dans le tableau suivant :

Tableau III : les concentrations utilisées pour chaque anticancéreux.

La molécule La concentration utilisée

Holoxan (HO) (30 mg/ml)

Cyclophosphamide (CYC) (1 mg/ml)

Cisplatine (CIS) (1 mg/ml)

Carboplatine (CAR) (1.35 mg/ml)

Oxaliplatine (OXA) (2 mg/ml)

Pirucin (PIR) (0.7 mg/ml)

Taxotère (TAX) (0.65 mg/ml)

Gemcitabine (GEM) (8 mg/ml)

Etoposide (ETO) (0.4 mg/ml)

Méthotrexate (MTX) (2 mg/ml)

Ertican (ERT) (2 mg/ml)
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II.2.3. Mode opératoire

II.2.3.1. Mesure de l’effet hémolytique des anticancéreux

Dans cette partie du travail, nous avons utilisé des GR humains comme modèle

cellulaire et le radical AAPH comme témoin positif pour étudier l’effet cytotoxique des

anticancéreux. L’intégrité membranaire a été mesurée par dosage de l’Hb libérée

(concentration de l’Hb extracellulaire), mesure de la concentration cellulaire à travers la

détermination de la turbidité et la protection intracytoplasmique par le dosage de l’Hb

intracellulaire (concentration de l’Hb intracellulaire).

a) Détermination de l’hémolyse érythrocytaire

L’activité hémolytique des anticancéreux a été déterminée par la mesure du taux

d’hémolyse des érythrocytes. Pour cela, une gamme d’agents de chimiothérapie a été

utilisée afin de sélectionner les molécules à effet cytotoxique en utilisant en parallèle un

témoin positif qui est le AAPH.

Brièvement, un volume de la suspension érythrocytaire est mélangé avec l’échantillon

ou bien de la solution isotonique. Le mélange est incubé à 37 °C pendant 2 heures (h).

Après incubation, un volume du mélange est prélevé puis dilué avec de la solution

isotonique ou de l’eau distillée pour le témoin positif. L’absorbance est mesurée à 620 nm,

puis les absorbances des surnageant ont été mesurée à 412 et 540 nm. Le pourcentage

d’hémolyse est déterminé selon l’équation suivante.

AE : absorbance de l’échantillon ;
ATP : absorbance du témoin positif.

b) Test de peroxydation lipidique

Les lipides, principalement leurs acides gras polyinsaturés sont la cible privilégiée de

l'attaque par le radical hydroxyle capable d'arracher un hydrogène sur les carbones situés

entre deux doubles liaisons, pour former un radical diène conjugué, oxydé en radical

peroxyle. In vivo, la peroxydation lipidique est un phénomène également très important. Les

membranes des cellules sont particulièrement riches en acides gras polyinsaturés (30 à 50

%) présents dans les phospholipides, les sphingolipides, les cardiolipines. La

lipoperoxydation des membranes va altérer leurs fonctionnalités (modification de leur

perméabilité, de leur fluidité, perte d’activité d’enzymes, de récepteurs...).

% d’hémolyse= (AE/ATP) x 100
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Parmis les produits d’oxydation des lipides, on a les malonaldialdéhydes (MDA)

comme produits secondaires d’oxydation. Le dosage des MDA a été réalisé il y a plus

d’une cinquantaine d’années et constitue sans doute le marqueur de peroxydation lipidique

le plus utilisé (Favier, 2003). Ce dosage est réalisé le plus souvent par condensation en

milieu acide et à chaud avec l’acide thiobarbiturique. Toutefois, la spécificité du dosage des

MDA reste discutée car son dosage nécessite des précautions particulières (utilisation d’une

eau très pure, ajout de desferrioxamine) pour éviter la génération de MDA à partir des

lipides au cours du dosage. Un autre inconvénient est que le dosage des MDA, produit de

réaction terminal de la peroxydation lipidique, exclut tous les produits des réactions

intermédiaires entre le début de la peroxydation et la formation de cet aldéhyde. Par

conséquent les concentrations de MDA pourraient ne pas refléter l’ampleur de la

peroxydation lipidique (Halliwell & Chirico, 1993).

 Dosage des TBARS

L’évaluation de la peroxydation lipidique par la détermination des TBARS formés

dans les membranes des globules rouges a été réalisée selon la méthode de (Sivonova et al,

2004). Une suspension d’hématies est déprotéinisée par l'ajout de 0,5 ml de TCA (30%),

puis incubée à 0 °C pendant 120min, suivie d’une centrifugation (3000 rpm pendant 10 min

à 4 °C). Un volume du surnageant a été mélangé avec un volume de TBA à 1% et d'EDTA

(0,1mol/l) puis le mélange a été chauffé à 95 °C pendant 15min suivi d’un refroidissement.

L'absorbance du produit coloré (TBARP) a été mesurée à 535 nm.

c) Mesure de l’oxydation de d’hémoglobine :

Pour mieux comprendre le mécanisme d’action des molécules anticancéreuses sur

l’oxydation des globules rouges nous avons évalué l’effet de ces molécules sur l’oxydation

de l’hémoglobine. Le protocole expérimentale développé selon la méthode d’écrite par

(Bellik et al, 2013).

L’hémoglobine est répartie en différents groupes. Chaque échantillon est d’abord pré-incubé

avec du NaCl à 0.9% (pour les échantillons témoins) ou les molécules anticancéreuses et le

H2O2 à 50 mM (pour le témoin positif) pendant 30 min à 37 °C, à l’exception du témoin

négatif qui est traité par une solution isotonique (NaCl à 0.9%). L’absorbance a été ensuite

mesurée par spectrophotomètre à 412 nm.
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II.2.4. Analyse statistique :

L’analyse statistique a été effectuée avec le logiciel Graph Pad Prism 5, les résultats sont

présentés comme moyenne ± déviation standard (SD) et sont évalués avec ANOVA à une

seule variable, avec le test Bonferroni post-hoc. Le seuil de signification est fixé à p<0,05.
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La production des espèces réactives de l’oxygène (ERO) est fortement impliquée dans

les mécanismes de toxicité des médicaments utilisés en chimiothérapie et donc dans la

génération de leurs effets secondaires. Parmi ces derniers l’anémie qui est fréquemment

rencontrée après les cures de chimiothérapie et qui reste un problème majeur de santé pour le

patient à cause de son intolérance aux traitements. Dans le présent travail, nous avons étudié

l’effet de certains médicaments anticancéreux sur les érythrocytes du sang ; dans l’objectif de

démontrer leurs toxicités membranaires (agissent directement sur les globules rouges « GR»)

induisant ainsi une anémie appelée anémie chimio-induite.

Nous avons opté dans notre démarche à l’utilisation des GR du fait qu’elles sont

dépourvues de noyaux facilitant ainsi des conclusions sur l’action des anticancéreux sur les

membranes cellulaires. Pour cela, l’effet oxydant des anticancéreux a été déterminé par la

mesure du pourcentage d’hémolyse des érythrocytes. L’intégrité de la membrane a été

mesurée par le dosage de l’hémoglobine libérée, mesure de la turbidité cellulaire, et dosage de

l’hémoglobine intracellulaire.

III.1. Etude de l’effet oxydant des anticancéreux sur les globules rouges

Figure 2 : Taux d’hémolyse (%) des globules rouges traités par différents agents de

chimiothérapie: Témoin négatif (sans traitement) : NaCl à 0,9% ; témoin positif : AAPH. Les

résultats sont exprimés en moyenne ± SD de trois différentes expérimentations (n = 3). * p <

0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le contrôle négatif.

Les résultats de l’effet hémolytique des molécules anticancéreuses montrent que

l’étoposide, l’holoxan et le taxotère présentent un potentiel effet hémolytique des GR avec un
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taux d’hémolyse qui est de 53,71% ; 79,42% et 80,48%, respectivement ces taux sont

supérieurs à celui enregistré par le témoin positif AAPH (42,80%). Comme on note aussi des

taux d’hémolyse modérés enregistrés par l’ertican, l’oxaliplatine, cisplatine, pirucin et

gemcitabine avec un pourcentage de 34,92 % ; 21,30 % ; 12,17 ; 13,62 % et 10,72 %. Quant

aux restes des molécules (cyclophosphamide, carboplatine et methotréxate) ont note un faible

taux d’hémolyse qui est presque similaire à celui enregistré par le témoin négatif (6,95%). Ces

dernières sont donc considérées comme des molécules non toxiques pour les globules rouges.

Figure 3: Concentration des globules rouges après traitement avec les différentes molécules

anticancéreuses. Témoin négatif (sans traitement) : NaCl à 0.9% ; témoin positif : AAPH à

200 mM. Les résultats sont exprimés en moyenne ± SD de trois différentes expérimentations

(n = 3). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le contrôle négatif.

Les valeurs de la turbidité cellulaire montrent que les concentrations cellulaires les plus

élevées ont été enregistrées par les anticancéreux qui présentent un faible % d’hémolyse ou

similaire au témoin négatif ; ce qui signifie que ces anticancéreux n’induisent pas une

cytotoxicité sur les GRs. Cependant, les molécules à forte hémolyse présentent une faible

concentration cellulaire ce qui indique que ces molécules présentent un effet cytotoxique

élevé sur les érythrocytes.

Nous avons confirmé nos résultats de l’effet des molécules anticancéreuses sur les

globules rouges via la mesure de l’hémoglobine libérée et intracellulaire. Les résultats sont

présentés dans les deux figures suivantes :
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Figure 4 : Quantité de l’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec les

différents agents de chimiothérapie. Les résultats sont exprimés en moyenne ± S.E.M de trois

différentes expérimentations (n = 3). * p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le

contrôle négatif.

Les valeurs du dosage de l’hémoglobine intracellulaire vont dans le même sens des

concentrations de globules rouges traités avec les agents de chimiothérapie ou avec le AAPH

en comparaison aux résultats obtenues avec le témoin négatif.

Figure 5 : Quantité de l’hémoglobine libérée à partir des globules rouges traités avec les

différents agents de chimiothérapie. Les résultats sont exprimés en moyenne ± S.E.M de trois

différentes expérimentations (n = 3). * p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le

contrôle négatif.
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Les résultats montrent que les valeurs du dosage de l’hémoglobine libérée vont dans le

sens opposé des concentrations cellulaires après traitement soit par les molécules

anticancéreuses ou bien par le AAPH.

Nous remarquons que l’oxaliplatine, l’holoxan, l’ertican, le taxotère, l’étoposide et la pirucin

présentent un taux élevé d’hémoglobine libérée avec une valeur de 0,74 ; 2,27 ; 0,73 ; 2,28 ;

1,52 et 0,43 respectivement qui sont significatives (P<0,05) en comparaison avec le témoin

négatif. Ces résultats confirment alors la toxicité de ces molécules qui ont induit une lyse des

GR avec libération de l’hémoglobine.

III.2. Effet des anticancéreux sur les lipides membranaires

L’effet oxydant des molécules anticancéreuses sur la membrane cellulaire des globules

rouges a été révélé par la mesure de la concentration du marqueur de peroxydation lipidique

MDA (produit secondaire de l’oxydation des lipides) en utilisant le test de l’acide

thiobarbiturique (TBARS) qui donne une couleur rose claire après réaction des MDA avec

l’acide thiobarbiturique (figure 7).

Figure 7 : Teneur en MDA des globules rouges traités par différents agents de

chimiothérapie. Les résultats sont exprimés en moyenne ± S.E.M de trois différentes

expérimentations (n = 3). * p <0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le contrôle

positif.

Les lipides sont des constituants essentiels des membranes cellulaires. Ils représentent

la cible moléculaire des radicaux libres. Leur oxydation altère la structure de ces dernières

provoquant ainsi la lyse de la cellule. Le dosage des aldéhydes par l’acide thiobarbiturique

mesure non seulement le MDA, mais également les peroxydes lipidiques et les produits
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d’auto-oxydation des acides gras qui donnent naissance à des molécules réagissant avec

l’acide thiobarbiturique.

Le choix des molécules à tester est réalisé en fonction des résultats positifs obtenus

avec le test d’oxydation des GR, dans le but de déterminer si l’effet cytotoxique des

anticancéreux est issu de la peroxydation des lipides membranaire des érythrocytes.

Les résultats montrent que la peroxydation des lipides est significativement élevée après

traitement par le taxotère et le AAPH.

En effet, les absorbances relatives au dosage indirect des molécules MDA formées varient en

fonction de la molécule utilisée. La valeur la plus élevée est obtenue avec le taxotère qui est

de 0,097 suivit par l’holoxan avec une valeur de 0,016. Quant à l’etoposide, les résultats

montrent qu’il ne présente pas d’effet sur les lipides membranaires des érythrocytes (0,006),

ce résultat est presque similaire au résultat obtenu avec le témoin négatif (0,0045). Concernant

l’effet du AAPH sur la peroxydation lipidique, les résultats montrent que ce dernier exerce un

potentiel effet sur la peroxydation des lipides de la membrane des érythrocytes (0,56). En

effet, lorsque le AAPH est ajouté en tant qu'initiateur, il se décompose à température

physiologique (37 °C) dans une solution aqueuse pour générer un radical alkyle (R•) qui, en

présence d'oxygène, se converti en radicaux peroxyles (ROO•). Ces radicaux peroxyles

induisent une oxydation des lipides polyinsaturés au niveau des membranes de globules

rouges provoquant ainsi une réaction en chaîne connue sous le nom de peroxydation lipidique.

Suite à cette peroxydation lipidique, la membrane des globules rouges subit des dégâts et perd

son intégrité, ce qui conduit à la libération d'hémoglobine (hémolyse) et d'ions K+

intracellulaires (Banerjee et al, 2008).

La peroxydation lipidique enregistré pour le taxotére dans nos résultats est cohérente avec les

résultats obtenus par Yang et al, 2009 ; Tabczar et al, 2013 qui ont eux aussi trouver que le

taxotére induit une oxydation des lipides en mesurant le taux de MDA formées.

Reinhart et al, 1998, ont déduit que l’holoxan à interagit avec les membranes cellulaires des

érythrocytes. Le taux de peroxydation lipidique enregistré par l’holoxan nous amène à

supposer que son effet hémolytique sur les érythrocytes est exercé par oxydation des lipides.
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Figure 8 : Photographie du témoin (-) et du taxotére (TAX).

III.3. Effet des anticancéreux sur l’’hémoglobine

Pour mieux comprendre la susceptibilité de l’hémoglobine à l’oxydation et l’effet des

différents anticancéreux étudiés sur cette protéine, nous nous sommes intéressés à l’évaluation

de la concentration en hémoglobine. Les résultats obtenus sont comparés au témoin positif

qui correspond à l’oxydation de l’hémoglobine par le H2O2.

Figure 8 : Evaluation de l'effet des différents agents de chimiothérapie sur l’oxydation de

l'hémoglobine. Les résultats sont exprimés en moyenne ± S.E.M de trois différentes

expérimentations (n = 3). * p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001 comparé avec le contrôle

positif.
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Les résultats montrent que seul l’étoposide exerce un effet oxydant sur l’hémoglobine,

les valeurs enregistrées à 412 nm correspondent aux quantités d’hémoglobine qui sont de

0,38 ; 0,53 et 0,58 pour l’etoposide, holoxan et taxotère, respectivement. Le résultat obtenu

avec l’etoposide est presque similaire à celui obtenu avec le témoin positif H2O2 (0,29). Quant

aux deux autres molécules (holoxan et taxotère) nous n’avons pas observé d’effet oxydant sur

l’hémoglobine, la quantité de cette dernière après traitement avec ces molécules est presque

similaire à celle obtenue avec le témoin négatif (0,57).Ces résultats nous montrent clairement

que l’holoxan et le taxotère exercent un effet hémolytique à travers l’oxydation des lipides

membranaires des érythrocytes ce qui conduit à la perte de son intégrité et déstabilisation de

ces cellules ce qui provoquera ainsi leur hémolyse. Par contre l’etoposide nous avons

remarqué qu’il n’a pas d’effet sur la membrane cellulaire (peroxydation lipidique) mais cette

molécule induit un effet hémolytique via l’oxydation de l’hémoglobine. En effet,

l’hémoglobine oxydée s’accumule au niveau de la membrane des érythrocytes ce qui induit à

la formation des corpuscules appelés corps de Heinz, ces derniers vont créer des perforations

au niveau de la membrane cellulaire et ainsi leur hémolyse.

Van Maanen et al, 1988 ont montré que l’etoposide conduit à une production de ERO. Nous

pouvons ainsi supposer que l’oxydation de l’hémoglobine enregistré pour l’etoposide est du à

la génération de ERO.
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Conclusion

Ce travail nous a permis de mettre en évidence par des tests in vitro les molécules

ayant un effet cytotoxique par action directe sur les érythrocytes du sang.

L’activité hémolytique des molécules anticancéreuses a été déterminée par la mesure

du taux d’hémolyse des érythrocytes qui est plus important avec certains anticancéreux à

savoir le Taxotère avec (80,40%), l’Holoxan avec (79,42%) et l’Etoposide avec (53,71%).

L’effet oxydant des chimiothérapies dépend de la molécule utilisée, la dose et la

voie d’administration.

Pour explorer le mécanisme d’action de ses médicaments chimiothérapeutiques sur

l’oxydation des globules rouges nous avons évalué l’effet de ces molécules sur les lipides

membranaires et l’oxydation de l’hémoglobine.

Les résultats de la présente étude ont montré que certains agents anticancéreux

exercent un effet hémolytique direct sur les globules rouges soit en induisant une

peroxydation lipidique ou bien par oxydation de l’hémoglobine.

Cette étude nous a éclaircie le mécanisme de toxicité de certaines molécules

anticancéreuses sur les globules rouges, cependant il est intéressant d’étudier d’autres

molécules que celles que nous avons utilisé à fin d’explorer d’autres mécanismes de toxicité

sur les globules rouges, dans un but de savoir s’il existe des molécules qui peuvent induire

un effet oxydant par une éventuelle action sur les enzymes érythrocytaire comme exemple la

SOD ou sur les différentes protéines incluses dans le globule rouge.

En vue d’une progression vers des essais cliniques, il est bien entendu indispensable de

confirmer nos résultats obtenus sur l’effet hémolytique des anticancéreux.
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Annexe

Noms des médicaments anticancéreux utilisés et leurs présentations.

La molécule La classe Indication
Mode d’action

Dose

administrée en

clinique

référence

Ifosfamide

(Holoxan®)

(40mg/ml)

Agents

alkylants

l’Holoxan est utilisé dans les

tumeurs solides tels que le cancer

du sein, sarcomes, ainsi que le

cancer de la sphère ORL en

rechute ou métastatique, cancer de

l'ovaire en rechute, Cancers

bronchiques…

Est un anticancéreux largement

utilisé en chimiothérapie. Son

mode d’action est l’alkylation de

l’ADN en se liant à la guanine par

son radical électrophile. Cela va

conduire a la formation de ponts

inter ou intra-caténaires pour

conséquence une inhibition de la

transcription et de la réplication

de l'ADN aboutissant à la

destruction cellulaire.

La concentration

administrée pour

le patient ne doit

pas dépasser 4%

(c’est-à-dire la

concentration

doit être entre

0.6 et 40

mg/ml).

(Lokiec,

2007 ;

Leyvraz et al,

2008 ;

Mulder et al,

2015 ;

Amalric et al,

2017).
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Cyclophosphamide

(Endoxane®)

(20 mg/ml)

Agents

alkylants

Il est utilisé dans le traitement de

certains cancers du poumon,

cancer de l’ovaire, cancer de

sein…

Le Cyclophosphamide est un

antimitotique alkylant. Il agit

sur la molécule d’ADN en

formant des liaisons covalentes

avec les substrats nucléophiles par

l'intermédiaire de ses radicaux

alcoyles. Cette action entraîne

des modifications profondes de

l'ADN, ainsi que la formation de

ponts alcoyles intra et inter-brins

par conséquence une inhibition de

la transcription et de la réplication

de l'ADN.

La concentration

utilisée en

clinique est

entre (1 – 4.5

mg/ml).

(Mulder et

al, 2015 ;

Veal et al,

2016 ;

Amalric et al,

2017).
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Etoposide

(Vépéside®)

(20 mg/ml)

Inhibiteur de

la topo-

isomérase II

Il est utilisé comme traitement

pour divers cancers : cancer du

poumon, du testicule, lymphome,

leucémie et le glioblastome.

Est un dérivé semi-synthétique de

la podophyllotoxine faiblement

hydrosoluble. L’étoposide inhibe

l’entrée en mitose des cellules

tumorales (phase S et G3) par

action sur la topoisomérase II qui

est chargé de ressouder les brins

d’ADN après leurs cassures.

La concentration

utilisée est entre

(0.2 – 0.4

mg/ml).

(Leyvraz et

al, 2008 ;

Lamblin et

al, 2008 ;

Amalric et al,

2017).

Carboplatine

(Paraplatine®)

(10mg/ml)

Agents

alkylants

Le carboplatine est utilisé comme

molécule anticancéreuse dans le

traitement de plusieurs cancers tel

que les cancers des ovaires, les

cancers bronchiques et les cancers

de la sphère ORL.

Est un composé organométallique

du platine. Son action est proche

de celle du cisplatine, il se fixe sur

la molécule d’ADN en produisant

des liaisons alkyles responsables

de la formation de ponts inter ou

intra-brins ce qui induit

l’inhibition de la réplication de

l’ADN ainsi que les synthèses de

l’ARN et des protéines cellulaires

et donc la mort cellulaire.

La concentration

utilisée en

clinique est

entre

(0.5 – 2 mg/ml).

(Gernez et al,

2006 ;

Leyvraz et al,

2008 ; Yu et

al, 2015 ;

Nuhrich,

2015).
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Gemcitabine

(Gemzar®)

(100mg/ml)

Les

Anti-

métabolites

La gemcitabine est un traitement

de différents types de tumeurs

solides, y compris le pancréas, le

cancer du poumon non à petites

cellules, du sein et du sang.

Est un analogue nucléosidique

cytotoxique. Elle interfère avec la

synthèse de l’ADN en incorporant

l’ADN allongé et entrave

indirectement la réplication de

l’ADN en inhibant la voie de

récupération des nucléosides.

Sa concentration

est entre (1 – 10

mg/ml).

(Wong et al,

2009 ;

Alvarellos et

al, 2014 ;

Bertrand et

al, 2015 ;

Amalric et al,

2017).

Cisplatine

(Cisplatine®)

(10 mg/ml)

Agents

alkylants

Est un traitement de plusieurs

cancers tels les sarcomes, cancer

du poumon, de l’ovaire, du

testicule, du col utérin et de

l’endomètre, de la sphère ORL et

de l’œsophage et cancer de la

vessie.

Est un complexe a base de platine,

il se fixe sélectivement sur les

bases puriques de l’ADN (A ou

G) et induit une variation de la

conformation locale du double

brin d’ADN. Cette déformation

inhibe la réplication et la

transcription de l’ADN ce qui

induit la mort cellulaire.

La concentration

administrée pour

les malades ne

doit pas

dépassée

(1mg/ml).

(Yu et al,

2015 ;

Calderonet

al, 2015 ;

Nuhrich,

2015 ;

Amalric et al,

2017).
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Docétaxel

(Taxotère®)

(20 mg/ml)

Agents

intercalants

Le taxotère est utilisé pour soigné

les cancers de l’ovaire, cancer du

sein, cancer du poumon, cancer de

la prostate, cancer du carcinome,

cancer estomac. Il peut également

s’utiliser pour soigner le cancer de

la tête et du cou.

Est un agent antinéoplasique, il

tue les cellules cancéreuses en

parasitant l’action du matériel

génétique (ADN) et cela par la

stabilisation des microtubules en

inhibant leur dépolymérisation par

liaison stable à la tubuline et

entraine un blocage de la mitose.

Les

concentrations

administrées

pour les patients

doivent être

entre (0.3 - 0.74

mg/ml).

(Herbst et al,

2003 ;

Valicherla et

al, 2016 ;

Benkimoun

et al, 2017 ;

Amalric et al,

2017 ).

Epirubicine

(Farmorubicin®)

(2mg/ml)

Inhibiteur de

la topo-

isomérase II

Il est employé pour traiter : le

cancer du sein, de l’ovaire,

cancer du poumon, cancer de

l’estomac, cancer de la vessie,

cancer de l’œsophage, du foie et

du pancréas.

Est une chimiothérapie de la

famille des anthracyclines qui

agit comme intercalant de l’ADN

elle se lie à cette molécule d’ADN

et inhibe l'action des polymérases

des acides nucléiques.

La concentration

utilisée est entre

(0.4 - 1.6

mg/ml).

(Lee et al,

2015 ;

Amalric et al,

2017).
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Oxaliplatine

(Eloxatine®)

(5mg/ml)

Agents

alkylants

L’Oxaliplatine est utilisée dans la

prise en charge de cancers

colorectaux.

Est un agent antinéoplasique

appartenant à la classe des

platines. Il inhibe la réplication et

la transcription de l'ADN par une

action alkylante en formant des

ponts intra-brins entre deux

guanines adjacentes.

Sa concentration

doit être entre

(0.2 – 2 mg/ml).

(Yu et al,

2015 ;

Nuhrich,

2015 ;

Amalric et al,

2017).

Irinotécan

(Campto®)

(20 mg/ml)

Inhibiteur de

la topo-

isomérase I

Irinotécan est utilisé pour le

traitement des métastatiques,

cancer colorectal, cancer de

l'ovaire et du poumon non à

petites cellules.

est un pro-médicament métabolisé

en forme active et dont se

métabolite actif inhibe la

topoisomérase 1 induisant des

cassures de l'ADN et cela en se

liant au complexe ADN-

topoisomérase I lors de la

réplication de l’ADN, empêchant

le resserrement des ruptures à un

seul brin ce qui inhibe le

mécanisme de réplication.

Sa concentration

d’utilisation est

entre (0.12 – 2.8

mg/ml).

(Pozzo et al,

2004 ;

Marsh et al,

2010 ;

Amalric et al,

2017).
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Méthotrexate

(Methotrexate®)

(25 mg/ml)

Les

antimétabol -

ites

Utilisé dans le traitement de la

leucémie et d'autres néoplasies,

ainsi qu'en prophylaxie dans les

tumeurs cérébrales. Il est aussi

utilisé dans le traitement de

maladies auto-immunes, des

maladies molaires, et des tumeurs

trophoblastiques...

Le méthotrexate (MTX) est un

agent de la classe des

antimétabolites, c'est un analogue

de l’acide folique. Il inhibe par

compétition la dihydrofolate

réductase nécessaire pour la

synthèse des acides nucléiques.

Sa concentration

après dilution

doit être entre

(0.4 – 2.5

mg/ml).

(Gaies et al,

2012 ;

Charles et al,

2015 ;

Amalric et al,

2017).



Abstract

The worrying position of cancer as the leading cause of death in the world has led to the 
development of numerous anticancer agents acting with different mechanisms of action. These 
drugs, despite their efficacy, have led to the appearance of several side effects whose 
physiopathological mechanisms are complex and not totally known. Oxidative stress appears 
to be the most logical and most relevant mechanism for this toxicity. Indeed, the production of 
reactive oxygen species can lead to oxidation and alteration of lipids, proteins and DNA. In 
this sense we used three complementary methods based on the contact of a range of anticancer 
molecules with red blood cells to study the hemolytic potential of these agents on the 
erythrocytes, to determine their effect on the peroxidation of lipids Membranes, as well as the 
oxidation of hemoglobin. The results showed that taxotere, holoxan and etoposide have a 
potential hemolytic effect with a rate of 80.48%; 79.42% and 53.72%, respectively. The effect 
on lipid peroxidation showed that taxotere and holoxan exert an oxidizing effect on membrane 
lipids with a value of 0.097 and 0.016, respectively. As for the results of the oxidation of 
hemoglobin, only etoposide exerted an effect with a value of 0.38.

We subsequently proved that some of the molecules used in chemotherapy induce hemolysis 
of erythrocytes either by lipid peroxidation or by oxidation of hemoglobin.

Key words: Anti-cancer agents, oxidative stress, hemolysis, lipid peroxidation, oxidation of 
hemoglobin.

مختصرةنبذة

 مع تعمل رطانللس المضادةالعوامل من العدیدتطویرإلىالعالم في للوفاةرئیسي كسبب للسرطانالمقلقالوضعأدىوقد

اتالآلیالتيالجانبیةالآثار من العدیدظھورإلىأدتفعالیتھا، من الرغم على الأدویة،ھذه. للعمل مختلفة آلیات

.السمیةبھذه لةص والأكثرمنطقیةالآلیاتأكثرھوالتأكسديالإجھادأنویبدو. تماما معروفةوغیرمعقدةالفیزیوباثولوجیة

 في. النووي حمضوالوالبروتیناتالدھونوتعدیلأكسدةإلىیؤديأنیمكنالتفاعلیةالأكسجینأنواعإنتاجفإنالواقع، في

الحمراءدمالخلایا مع للسرطانالمضادةالجزیئات من مجموعة اتصال على بناء تكمیلیةطرقثلاثاستخدمناالمعنىھذا

وكذلكیة،الأغش في الدھونبیروكسید على تأثیرھالتحدیدالحمراء،الدمكرات على العوامللھذهالانحلالإمكاناتلدراسة

بمعدلالمحتملةالانحلاليتأثیرلھایكونإتوبوسیدوھولوكسانیر،تاكسوت أنالنتائجوأظھرت.الھیموجلوبین من الأكسدة

تمارسھولوكسانوتاكسوتیرأنالدھونبیروكسید على التأثیراتوأظھرت.التوالي على ٪53.72 و 79.42٪. 80.48٪

نأإلاالھیموجلوبین،أكسدة لنتائج بالنسبة أما.التوالي على ،0.016 و0.097بقیمةالغشائیةالدھون على مؤكسد تأثیر

كریات من الدمانحلال تحفز الكیمیائيالعلاج في المستخدمةالجزیئات بعض أن لاحقا أثبتنا.0.38بقیمةتأثیرهإتوبوسید

الھیموغلوبینأكسدةطریق عن أوالدھونبیروكسیدطریق عن إماالحمراءالدم .

غلوبینالھیموأكسدةالدھون،بیروكسیدالدم،انحلالالتأكسدي،الإجھادللسرطان،المضادةالعوامل:المفتاحیةالكلمات



Résumé

La place préoccupante que détient le cancer comme l’une des principales causes de

mortalité dans le monde a conduit au développement de nombreux agents anticancéreux

agissant avec des différents mécanismes d’action. Ces médicaments malgré leurs

efficacités, ont provoqué l’apparition de plusieurs effets secondaires dont les mécanismes

physiopathologiques sont complexes et pas totalement connus. Le stress oxydatif semble

être le mécanisme le plus logique et le plus relatif à cette toxicité. En effet la production

des espèces réactives de l’oxygène peut conduire à l’oxydation et à l’altération des lipides,

des protéines et de l’ADN. En ce sens nous avons utilisé trois méthodes complémentaires

basées sur la mise en contact d’une gamme de molécules anticancéreuses avec des

globules rouges à fin de d’étudier le potentiel hémolytique de ces agents sur les

érythrocytes, déterminer leur effet sur la peroxydation de lipides membranaires, ainsi que

l’oxydation de l’hémoglobine. Les résultats ont montré que le taxotère, l’holoxan et

l’étoposide ont un potentiel effet hémolytique avec un taux de 80,48% ; 79,42% et

53,72%, respectivement. L’effet sur la peroxydation lipidique a montré que le taxotére et

l’holoxan exerce un effet oxydant sur les lipides membranaire avec une valeur de 0,097 et

0,016, respectivement. Quant aux résultats de l’oxydation de l’hémoglobine, seul

l’étoposide a exercé un effet avec une valeur de 0,38.

Nous somme arrivés par la suite à prouver que certaines des molécules utilisées en

chimiothérapie induisent une hémolyse des érythrocytes soit par une peroxydation

lipidique ou bien par une oxydation de l’hémoglobine.

Mots clés : agents anticancéreux, stress oxydatif, hémolyse, peroxydation lipidique,

oxydation de l’hémoglobine.
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