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Introduction




Introduction

L’incidence du cancer croit considérablement dans les derniéres années, |l constitue
une des principales causes de mortalité dans le monde (Jacques et al., 2021), & I’origine de

pres de 10 millions de déces en 2020 selon le journal international du cancer (1JC 2020 ).

Le cancer occupe un axe principal dans la recherche scientifique et de nombreux traitements
ont été mis en place, les plus courants sont la radiothérapie, la chirurgie et la chimiothérapie
qui peut étre utilisée seule ou en association avec d’autres traitements. Bien que la
chimiothérapie soit le traitement le plus efficace, elle est associee a de multiples effets
secondaires tels que 1’anémie, qui a un impact négatif sur la qualité de vie des patients
(Faridi et al., 2017).

Les agents de chimiothérapie tels que 1’etoposide, la doxorubicine et le paclitaxel
exercent leur effet par un mécanisme qui implique la formation des espéces réactives de
I’oxygene (ERO) (Kanchana et al,.2013 ;Singh et al., 2017). Ces derniers engendrent un
stress oxydant (SO) dans les cellules cancéreuses mais aussi dans les cellules normales
notamment les érythrocytes, en altérant leurs membranes et en oxydant 1’hémoglobine

(Mameri et al., 2021), ce qui induit une anémie hémolytique.

Les antioxydants constituent un arsenal de défense contre les dommages oxydatifs en
neutralisant les radicaux libres (Baudin et al., 2020). En outre, ces dommages oxydatifs
causés par les anticancéreux peuvent étre réduits par le renforcement du systeme antioxydant
de ’organisme. Quelques études antérieures ont ét¢ menées pour €valuer 1’effet protecteur
des antioxydants (vitamine C et E) a 1’égard des dommages oxydatifs induits par quelques

anticancéreux utilisés en thérapie clinique (Faridi et al., 2017).

Notre étude consiste a explorer 1’effet cytoprotecteur de la vitamine C et de la vitamine
E ainsi que leur combinaison contre le stress oxydant induit par les anticancéreux sur les
érythrocytes sains, in vitro, en mesurant différents paramétres a savoir la turbidité cellulaire,
le taux de la méthémoglobine générée, le taux d’hémoglobine intacte libérée et

intracellulaire.
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I.1. Agents de la chimiothérapie
1.1.1. Généralités sur la chimiothérapie

Les anti-cancéreux sont des médicaments utilisés au cours du traitement de différents
types de cancer, tels que le cancer du sang, le cancer du sein, le cancer des testicules, et
plusieurs autres types de cancer (Krukiewicz et al.,2016).

La classification des thérapies anti-cancéreuses regroupe trois familles qui sont
I’hormonothérapie, I’immunothérapie et la chimiothérapie (Espinosa et al.,2003).

Malgré le progres crucial de I’'immunothérapie, la chimiothérapie reste la premiére
ligne de traitement du cancer. Cette thérapie consiste a administrer des agents cytostatiques
ou cytotoxiques dans le but de bloquer et d’interrompre les voies de division des cellules
cancéreuses. Cela diminue ainsi la progression du cancer par I’inhibition de la formation des

métastases voir de I’arréter (Mackey et al., 2020).

1.1.2. Classification et mécanisme d’action des agents de chimiothérapie
Les différents médicaments utilisés au cours de la chimiothérapie induisent des

dommages cellulaires importants tout en agissant par divers modes d’actions (tableau I)

(Akhlaghi et al., 2020).

Tableau | : Mécanisme d’action des agents de chimiothérapie

Agents de .
o Exemples Mécanismes d’actions Références
chimiothérapie
-Ifosfamide e Blocage et inhibition de la réplication (Raina et
Agents -Sels de platines d’ADN. Agrawal,
alkylants . .
(cisplatine) 2007)
- - Topotécan e Présentent une structure ternaire qui (Espinosa,
Inhibiteurs de | - Etoposide ,. 2003 ; Albet
topo isomérase leurs permettent de s’intercaler entre et al., 2009)
letll les deux brins d’ADN.
- 5-Fluorouracile |e Sont des analogues structuraux des (Peters et al.,
Anti- - Gemecitabine | bases purique, pyrimidique ainsi que 2000 ; Bachy
métabolites buriaue. by _ a | etal., 2015)
des coenzymes foliques.
e Inhibent la polymérisation des (checchi et al.,
. X . . 2003 ; cortes
Anti- - Taxotere microtubules et favorisent la et al. 2007 -
microtubules L . i N '
polymérisation des micro-tubulines. Mumhtar et
al., 2014)
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1.1.3. Effets secondaires des agents de chimiothérapie

Tous les agents de chimiothérapie presentent une gamme d’effets secondaires graves
en raison de leur selectivité insuffisante pour les tissus cancereux. Les cibles principales des
anticancéreux sont les cellules a prolifération rapides (cellules cancereuses) par ailleurs,
d’autres cellules normales peuvent étre en état de prolifération et de croissance rapide qui
seront donc une cible de ces agents. Plusieurs tissues peuvent étre afféctés, on peut citer les
mugqueuses de la bouche, de la gorge, de I’intestin et de la moelle osseuse (Oun et al., 2018).

L’efficacité des agents de chimiothérapie pour traiter les métastases est approuvée,
mais ces agents présentent une toxicité intense pour les cellules normales, notamment pour
le systéme hématopoltique qui est le précurseur de toutes les cellules sanguines. D’autre
effets néfastes peuvent avoir lieu lors des cures de chimiothérapie ce qui limitent son
utilisation a forte dose (Singh et al 2017; Mameri et al., 2021). Parmi les effets qui peuvent
étre engendrés sont: une nephrotoxicité, une hépatotoxicité, alopécie, neurotoxicité,
cardiotoxicité et hématotoxicité (Oun et al., 2018).

La génération des radicaux libres (RLs) semble étre le mécanisme clé par lequel les
agents de chimiothérapie exercent leurs effets et agissent sur la cellule cancéreuse.
L’augmentation du taux des RLs induit un stress oxydatif dans la cellule cible mais aussi
dans la cellule normale et par conséquent les molécules biologiques (ADN, protéines et
lipides) subissent des dommages oxydatifs via différents mécanismes (Vanessa et al., 2013).
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1.2. Stress oxydant induit par la chimiothérapie

Le stress oxydant s’installe lorsque les capacités de défenses antioxydantes sont
dépassées (Bardyn et al., 2018). Il se définit comme un déséquilibre entre la production
d’especes réactives de I’oxygene (ERO) et les antioxydants de 1’organisme. Produits de
facon continue et élevée, I’accumulation de ces ERO dans la cellule engendre des dommages

cellulaires importants et irréversibles (Baudin et al., 2020).
1.2.1. Especes réactives de ’oxygéne

Un radical libre (RL) se définit comme tout atome, groupe d'atomes ou molécule
posseédant un électron non apparié (célibataire) sur l'orbitale externe. Cette caractéristique
lui confére une réactivité importante. Les RLs réagissent avec des molécules plus stables
pour capter ou céder leurs électrons, créant ainsi de nouveaux radicaux en initiant des
réactions en cascade (Belkhiri, 2017).

La production des ERO est une conséquence inévitable du métabolisme aérobie. En
effet, ’organisme a besoin d’oxygene pour produire de 1’énergie au cours des réactions de
respiration oxydative. Cependant, une faible partic d’O2 s’échappe lors de sa réduction en
eau, au niveau de la mitochondrie qui peut étre a 1’origine de la genése des ERO (Sies et al.,
2020).

Les ERO sont synthétisées dans les processus physiologiques comme la transduction
du signal, les réactions immunitaires, les réactions inflammatoires, la lutte contre les
infections virales et bactériennes, ’apoptose des cellules tumorales ainsi que le
fonctionnement des enzymes et des neurones. Néanmoins ces ERO sont éliminés aprés avoir
exercé leurs effets par des systemes antioxydants spécifiques selon leur localisation
cellulaire (Alfadda, 2012 ; Tong, 2015).

1.2.1.1. Classification des ERO

On distingue deux groupes des ERO a savoir les especes réactives

radicalaires et non radicalaires (tableau II).
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Tableau Il : Les différentes classes des ERO

Espéces radicalaires Espéces non radicalaires Références
- L’anion super oxyde (O2'-) -Le peroxyde d’hydrogéne (H202)
) . (Lushchak,
- Le radical hydroxyle (‘OH) - L’oxygeéne singlet (*O2) _
. ) 2014 ; Sies,
- Le radical pyroxyle (ROO") - Le nitroperoxyde (ONOOH) 2020)
- Le monoxyde d’azote (NO")

1.2.1.2. Origine du stress oxydant

Il existe plusieurs origines de la production des ERO dans 1’organisme, ces espéces
peuvent se produire de maniére endogene via les enzymes et compartiments cellulaires ou
de maniere exogene par I’intermédiaire de facteurs externes et le mode de vie de I’individu
(Belkhiri, 2017).

Les études ont démontré que la production d'oxydants a partir de ces sources
endogénes et exogénes augmente en fonction de I'dge et varie selon les conditions

physiopathologiques de I’individu (Warraich et al., 2020).

a) Origine endogene

Les métabolismes cellulaires et les différents processus physiologiques générent des
quantités importantes des RLs. La chaine de transport mitochondriale constitue un site
endogene majeur des RLs via les enzymes NADPH oxydases transmembranaires qui
occupent différentes localisations, les lipoxygénases et les cyclooxygénases génerent des
oxydants réactifs comme intermédiaires dans le processus d’activation et du controle
inflammatoire. Dans des conditions d’hypoxie la production des RLs est assurée par la
xanthine oxydase (Lavranos, 2012; Lushchak, 2014). D’autre organites peuvent étre a
I’origine de la production des RLs dans plusieurs situations, conduisant par ailleurs, a
I’induction d’un stress oxydant (SO) endogéne tels que : le cytochrome hépatique P450, les

leucocytes ainsi que la cellule tumorale (Tong, 2015).

b) Origine exogéne
Les différentes sources exogénes des ERO sont la pollution de I’aire et de 1’eau, le
tabagisme, 1’alcool, les métaux lourds ou de transitions, la consommation de certains
médicaments, les solvants industriels et les radiations ionisantes qui sont métabolisés en RLs
(Liguori, 2018).
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1.2.2. Cibles principales des ERO

L’ADN, les protéines et les lipides constituent les principales biomolécules
de D’organisme, I’intégrit¢é de ces molécules peut étre altérée par 1’accumulation
des ERO et un fort potentiel du SO. Pour que les RLs se stabilisent, ils arrachent
des électrons a partir des molécules biologiques et engendrent ainsi des réactions
radicalaires en chaine notamment en cas de déficience en antioxydants (Cooke,
2003 ; Lietal., 2017 ; Sies, 2020).

1.2.3. Stress oxydant chimio-induit
Les anticancéreux exercent leur effet thérapeutique par un mécanisme impliquant
I’induction d’un SO important via 1’augmentation du taux des ERO afin de provoquer

I’apoptose de la cellule cancéreuse (Tong, 2015).
1.2.3.1. Stress oxydant induit par le paclitaxel

Le paclitaxel (PTX) est un agent de fuseau mitotique, c’est I’'un des dérivés de taxanes.
Il constitue la premiére ligne de traitement des tumeurs solides. Le PTX induit un SO dans
la cellule tumorale et dans la cellule normale via I’augmentation de ’activit¢é de NADPH
oxydase (NOX) et I’accumulation du H20> et de I’"O2 (Tabaczar et al., 2013).

1.2.3.2. Stress oxydant induit par la doxorubicine

La doxorubicine (DOX) est une anthracycline, un agent intercalant utilisé dans le
traitement de divers cancers. Les cibles subcellulaires majeures de la DOX sont les
cardiomyocytes a cause de leur richesse en mitochondries, au cours du traitement par la
DOX. Une grande quantité des ERO est produite par réduction du cycle redox au niveau du
complexe | de la chaine mitochondriale ce qui génere le H20,, le OH" et 1’"O2 qui sont
hautement impliqués dans la perturbation de la membrane via la peroxydation lipidique, un
dysfonctionnement des protéines et de I’ADN. La DOX participe aussi a la réaction de
Fenton et forme ainsi des complexes DOX-ferritine ce qui induit des lésions hemolytiques
des érythrocytes (Tabaczar, 2013 ; Ma et al., 2017 ; Songbo, 2019 ).

1.2.3.3. Stress oxydant induit par I’etoposide

L’etoposide (VP16) est un agent alkylant qui inhibe la topo-isomérase Il, il s’agit d’un
dérivé synthétique de podophyllotoxine. Le VP16 génere des RLs tels que le radical
phenoxyl lors de sa biotransformation en métabolites actifs. Il oxyde fortement les
groupements thiols intracellulaires, provoque aussi des dommages importants d’ADN et de
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lipides membranaires et affecte I’activité des antioxydants enzymatiques (SOD, GSH-PX, et
CAT) (Valerian, 2001 ; Kanchana et al.,2013).

1.2.4. Stress oxydant et toxicité hématologique

Le sang est un tissu conjonctif fluide constitué des éléments cellulaires qui
comprennent les érythrocytes, les leucocytes et les plaquettes et d’une matrice extracellulaire
qui est le plasma. Les éléments figurés du sang sont susceptibles d’étre des cibles d’un SO
induit par leur contacte directe avec les anticancéreux administrés notamment par voie
intraveineuse, ou par une oxydation indirecte lors du métabolisme de ces agent
antinéoplasiques qui genérent des métabolites réactifs induisant des altérations
hématologiques. Comme aussi les anticancéreux peuvent exercer un effet myelosuppresseur

sur la moelle osseuse (Panis et al., 2012 ; Remesh, 2012).

1.2.4.1. Thrombopénie

Une thrombopénie désigne un taux faible de plaquettes, (thrombocytes <150 g/l). Ces
derniéres ont un réle dans la coagulation du sang. La thrombopénie constitue une
complication fréquente chez les patients recevant des cures de chimiothérapie. La prise en
charge des patients fait appel a une transfusion des plaquettes et/ou une diminution des doses
de chimiothérapie (Panis et al., 2012; Remesh 2012).

1.2.4.2. Neutropénie

La neutropénie se définit par une chute accru de polynucléaires neutrophiles, résultant
d’une atteinte de la moelle osseuse et d’un effet cytotoxique sur les neutrophiles qui tapissent
le tube digestif. Ceux-ci a pour conséquence une prédisposition des patients a des infections
et a des invasions bactériennes car les neutrophiles constituent la premiere ligne de défense
contre I’infection en tant que premier composant cellulaire de la réponse inflammatoire
(Crawford et al., 2004).

1.2.4.3. Anémie

L’anémie est ’anomalie hématologique la plus fréquente et la plus persistante chez les
patients cancéreux. L’anémie chimio-induite (ACI) est une consequence de 1’invasion
maligne du tissu normal conduisant & une diminution du taux des érythrocytes, une
infiltration de la moelle osseuse avec perturbation de 1’érythropoi¢se et une carence

fonctionnelle en fer (Brayer et al., 2018).
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1.2.5. Erythrocytes comme cible principale du stress oxydant chimio-induit

Les érythrocytes sont des cellules anucléées qui émergent de la moelle osseuse, elles
sont dépourvues des organites (figure 01) et perdent leur capacité de synthése des protéines.
Cependant, en raison de la teneur élevée en Oz dans le sang artériel et en fer (Fe) dans I’héme,
les ERO sont continuellement produites dans les globules rouges (GRs). Les érythrocytes
transportent une grande quantité d’oxygéne au cours de leur vie, ce qui entraine un stress
oxydant. Ce dernier est équilibré par les systemes de défenses antioxydants des GRs et par

le transport de 1’oxygene par 1’Hb (Cimen, 2008).

Figure 01 : Frottis de sang normal coloré au May-Griinwald-Giemsa (MGG). (Valens 2005)
Grossissement x 1 000.

La membrane érythrocytaire est constituée d’une bicouche lipidique composée de 50% de
protéines, de 40% de lipides et de 10% de glucides (figure 02) (Valens 2005).

.................
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Figure 02 : Structure de la membrane érythrocytaire (Gascard et al., 2000).
GPA : glycophorine A, GPC: glycophorine C

L’Hb constitue 95 % des proteines cytoplasmiques, elle a comme fonction principale
le transport de 1’02 du poumon vers les tissus et du CO- des tissus vers les poumons. L’Hb
est composée de quatre chaines de globine polypeptidique sous forme d’hélice désignée par
al/a2 et B1/p2 (figure 03). Chaque globine est liée & une molécule de I'néme qui renferme

8
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un atome de fer a I'état ferreux (Fe?*) en position centrale qui a son tour peut se lier a une
molécule d'oxygene. Par consequent, chaque molécule de I'Hb peut transporter quatre
molécules d’O; (Burak., 2008 ; Baudin, 2020).

Hémoglobine Fer héme cH;
chaine a

globule rouge

chaine f}

potypept
forme d'hélice

Figure 03 : Structure de I’hémoglobine (Kenneth et al.,2016)

L’Hb peut subir une auto-oxydation lors de la réduction occasionnel de 1’O2 en Oz." ce
qui génere une forme oxydée de I’Hb dite méthémoglobine (MetHb) qui fixe le fer oxydé
sur un radical (figure 04) hydroxyle (Burak, 2008 ; Wajcam, 2005).

Méthémoglobine

Figure 04 : Structure de la méthémoglobine fixant le fer oxydé sur un radical hydroxyle
(Wajcman 2005).

1.2.6. Oxydation de I’hémoglobine et mécanisme de la genése de la meéthémoglobine

Dans les érythrocytes circulants et qui sont exposés a 1’oxyde nitrique (NO), I’Hb
s’oxyde en MetHb et se produit en continu et spontanément, non seulement par les ERO
mais aussi via les espéces réactives du nitrogene (ERN). La Méthémoglobinémie survient
lorsque le taux de MetHb est supérieur a 17 de la teneur totale en Hb dans la cellule, bien
qu’aucun symptdme clinique ne soit observé jusqu’a ce que le niveau de MetHb atteint 107.
de la teneur totale. La genese de la MetHb peut étre a I’origine de deux mécanismes & savoir :
-Oxydation directe de I’Hb liée a I’activité de la nitrite oxyde synthase (NOS) ;

-Augmentation de I’activité de la deoxyHb nitrite réductase.
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L’augmentation du taux de la MetHb dans les érythrocytes conduit a I’apparition de
I’anémie liée au stress oxydant, ceci altére I’homéostasie de 1’oxygéne et induit I’hypoxie
dans les tissus (Ayako et al.,2007 ; Gregory et al.,2012).

1.2.7. Mécanisme de I’anémie chimio-induit

Les érythrocytes constituent une cible majeure des ERO générées par certains
anticancéreux contenants une fraction quinone, administrés notamment par voie
intraveineuse. L’augmentation des ERO affecte 1’homéostasie cellulaire par un impact
directe sur la membrane érythrocytaire a cause de sa richesse en acides gras polyinsaturé
(AGPI), qui sont dégradés par le processus de peroxydation lipidique. Ceci génére des
malonyldialdéhydes (MDA) entrainant ainsi une dépolarisation membranaire, une perte de
la fluidité et une altération des enzymes et transporteurs membranaires (Mameri et al.,
2021).

L’hémoglobine a son tour peut subir des dommages oxydatifs suite a une dénaturation
des globines et formation des agrégats appelés corps de Heinz (HzB). Ces composés
possédent une forte affinité aux protéines membranaires, ce qui provoque son altération.
Aussi, la génération de la méthémoglobine qui produit un taux élevé de RLs. Ces derniers
oxydent le glutathion réduit (GSH) ce qui induit a I’oxydation des groupements sulfedryles
(SH) qui jouent un roéle majeur dans le maintien de 1’état redox de la cellule (Mansouri et
al., 1993).

Le SO diminue la capacité antioxydante, endommage de maniére irréversible les
érythrocytes ce qui entraine, leur dégradation par hémolyse et leur élimination de la

circulation sanguine (Wang et al., 2020).

1.3. Systéemes de défense antioxydants

1.3.1. Généralité sur les antioxydants

Pour contourner les dommages causés par les ERO, la cellule fait appel a des
systémes de defense appelés antioxydants. Il implique une variété de composés, a la fois
d’origine endogene et exogene, qui fonctionnent de maniére interactive et synergique pour
neutraliser les RLs. Un antioxydant est défini comme une substance qui, ajoutée a faible
dose a un produit oxydable, capable de ralentir ou d’inhiber le phénoméne d’oxydation
(Halliwell et Gutteridge,2007 ; Durand et al, 2013). Cette definition peut étre élargie et le
terme « antioxydant » englobe ainsi toutes les substances qui protegent les systéemes

biologiques contre les effets deélétéres potentiels d’une oxydation excessive. Ce sont des

10
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molécules capables d’interagir sans danger avec les RLs et mettre fin & la réaction en chaine

avant que les biomolécules ne soient endommagées (Favier, 2003 ; Pelli et Lyly, 2003).
Les antioxydants peuvent agir de différentes facon a savoir : piéger les ions métallique

tel que le Fe?*, neutraliser I’anion super oxyde pour éviter la formation de peroxydes, piéger

les composés initiateurs de la réaction radicalaire (figure 05) (Yehya et al, 2015).

le O 2 (oxygene fondamental)

acide hypochlorenx
{(eau de Javel)

anion superoxyde

/\(Vth Slavonoldes,
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radical hydroxyle
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Figure 05: Les especes réactives de 1’oxygeéne et les systemes de défense limitant leurs effets
toxiques (Pincemail, 1998). GSH: glutathion, CI-: anion chlorure; MPO: myéloperoxydase, SOD:
superoxyde dismutase, Se-GPx: glutathion peroxydase séléno-dépendante.
1.3.2. Classification des antioxydants
Selon leurs cibles et leurs modes d’action, les antioxydants sont classés en deux

catégories :

1.3.2.1. Systeme de défense enzymatique (endogene)

Le systeme de défense enzymatique comprend principalement trois enzymes : la
superoxyde dismutase (SOD), la catalase (CAT) et la glutathion peroxydase (GPx) (Sharma
et al ,2012). Elles sont produites de fagon endogéne par I’organisme, elles sont présentes
pour éliminer et contrdler la production physiologique des RLs. Ces enzymes ont une action
complémentaire sur la cascade radicalaire au niveau d’O. et du H2O2, conduisant

finalement a la formation de I’eau et de 1’oxygéne moléculaire (Seyidoglu et al., 2020).

1.3.2.2. Antioxydants non enzymatiques
Les antioxydants non enzymatique sont naturellement présent dans les végétaux et les
aliments et dont le rdle essentiel est de neutraliser les effets toxiques des ERO (Pizzino et

al., 2017), limitant ainsi toute atteinte de I’intégrité cellulaire. Dans ce groupe d’antioxydants

11
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on peut distinguer deux types : les antioxydants endogenes (le glutathion ou gamma-L-
glutamyl-L-cystéine « GSH » et 1’acide urique) et les antioxydants exogenes (que la
vitamine E, la vitamine C, les flavonoides et les caroténoides) (Ribeiro et al, 2001 ; Zhao
et al, 2009 ; Valko, 2011).

a) Vitamine C ou I’acide ascorbique

L’acide ascorbique appelé aussi la vitamine C (figure 06) se trouve dans la plupart des
fruits et légumes (Klimczak et al., 2007). Cette vitamine n’est pas synthétisée par
I’organisme, c’est une molécule hydrosoluble, sensible a la chaleur, aux UV et a I’oxygene
(Fain et al., 2014). Elle est connue pour avoir un effet protecteur contre I’oxydation des

membranes (Vergely et al, 2003).

O CH—CH,OH
OH

Figure 06 : Structure de I’acide ascorbique (Diallo, 2005)

L’acide ascorbique est un antioxydant par excellence, il permet de capter les radicaux
superoxydes Oz~ , I’oxygene singulet, les especes réactives de I’azote (ERN), et les radicaux
hydroxyles OH. L’acide ascorbique est également impliqué dans plusieurs meécanismes
antioxydants comme la réduction des oxydants solubles et de la MetHb ainsi que du systéme
redox de la membrane plasmique. Sa capacité de donation des électrons dans une large
gamme de réactions enzymatiques et non enzymatiques le qualifie de meilleur agent de
détoxification des ERO dans la phase aqueuse (Blokhino et al., 2003; Klener et al., 2020)

En outre, la vitamine C joue un réle important dans la protection de diverses molécules
biologiques telles que I’ADN, les protéines et les acides gras. Elle permet également la

régénération de la forme non radicalaire de la vitamine E (Raval et al., 2013).
b) Vitamine E

La vitamine E appartient a la famille des tocophérols, molécules antioxydantes
naturelles et lipophiles apportées par 1’alimentation (Toussaint et al., 2003 ; Pizzino et al.,

2017). La vitamine E existe sous quatre formes a, B, y, 6-tocophénols avec une activité

12
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antioxydante variable ; uniquement la forme a- tocophérol (a-TOH) semble étre conservée
en quantités importantes par 1’organisme (Causse, 2005 ; Azzi, 2007).

La a-TOH, est I’antioxydant lipophile majeur, elle intervient directement au niveau
des membranes biologiques ou elle piége les RLs avant qu’ils n’atteignent leurs cibles. Elle
est aussi capable de piéger 1’oxygéne singulet et de réagir avec le radical OH et forme le
radicale tocophéryle (figure 07). Elle empéche ou réduit 1’oxydation des lipoprotéines de
faibles densité LDL, mais son principal réle biologique est de prévenir la peroxydation des
lipides membranaires, in vivo, en capturant les radicaux peroxyles ROO™ (Defraigne et al,
2007).

R® VIT E vIT C° X GSH

RH X VIT EOX VITC GS°mmmm) GSSG

Figure 07: Régénération de la vitamine E par la vitamine C (Bossokpi, 2002)

1.3.3. Effet cytoprotecteur des substances naturelles contre I’oxydation induite par les

anticancéreux

Les anticancéreux exercent un effet toxique sur les cellules de I’organisme ce qui a

pousse les chercheurs a trouver des stratégies alternatives pour réduire cette toxicité.
Parmi ces stratégies, 1’utilisation des substances naturelles possédant des propriétés
antioxydantes et cytoprotectrices contre le SO chimio-induit (Iqubal et al., 2020). Les
antioxydants naturels en particulier le tocophérol, 1’acide ascorbique et les flavonoides
sont connus pour leur efficacité a neutraliser les RLs dans le sang et dans les cellules afin
de réduire les effets secondaires de la chimiothérapie sur les cellules en les protégeant des
dommages oxydatifs. (Nandhakumar et al., 2013; Faridi et al., 2017). Le tocophérol et
I’acide ascorbique jouent un role important dans la protection contre les dommages

oxydatifs et la cytoproction contre la toxicité hématologique induite par les agents

anticancéreux (Faridi et al., 2017).
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1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel et méthodes

11.1. Matériel

11.1.1. Appareils et équipements utilisés

Balance analytique

Centrifugeuse

Bain Marie

Vortex

Spectrophotometre a UV
Micropipette

Verrerie (Becher, fioles, éprouvettes)
Barreau magnétique

Agitateur

11.1.2. Produits et Réactifs

Chlorure de sodium NaCl (sigma, Aldrich)
Vitamine C (acide ascorbique)

Vitamine E

Paclitaxel (Ebewe)

Etoposide (Ebewe)
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11.1.3. Présentation des agents de chimiothérapie utilises

Les différents agents anticancéreux utilisés dans notre étude, ont été apportés au sein

du service d’oncologie de Sidi Ali Elbhar, Bejaia.

Ces agents comprennent le Paclitaxel (PTX), I’etoposide (VP16).

Tableau I11 : Description des anticancéreux utilisés
Anticancéreux Classe 3 dm[?gis;etsrées Typet(rj;ei;::ncer Effets secondaires
Paclitaxel Anti-micro 0,6mg/ml -Ovaire -Anémie
(PTX) tubuline -Sein -Neuropathie
300mg/50mi -Poumon -Cardiotoxicité
Etoposide Agent 0,2-04mg/mi -Poumon -Infection
(VP16) alkylant -Testicules -Leucémie aigue
100mg/5ml -Lymphome secondaire
-Leucémie -Leucopénie
- Glioblastome | -Neutropénie
-Thrombopénie
11.2. Méthodes

11.2.1. Préparation de la suspension érythrocytaire

Dans ce test, le modéle cellulaire utilisé est les globules rouges (GRs) humain sain, en
raison de sa particularité constitutionnelle et fonctionnelle. Le sang a été obtenu au sein du
centre de transfusion sanguine de la wilaya de Bejaia et conservé au frais a 4C°.

Le sang a été réparti dans des tubes et centrifugé a 3000 rpm pendant 10 min. Les
plaquettes, les leucocytes et le plasma ont été soigneusement eliminés par pipetage, puis lavée
2 a 3 fois avec une solution isotonique (NaCl a 0,97). La suspension érythrocytaire a été

préparée a une hématocrite de 207 (Mammeri et al., 2021).
11.2.2. Préparation des solutions des anticancéreux

Les solutions d’anticancéreux testées ont été préparées dans du NaCl a 0,97

a différentes concentrations (tableau V).
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Tableau 1V : Concentrations utilisées des molécules anticancéreuses

La molécule La concentration testée

0,6mg/ml
Paclitaxel 0,3mg/ml

0,4mg/ml
) 0,3mg/ml
Etoposide
0,2mg/ml

0,25mg/ml

11.2.3. Préparation des solutions d’antioxydants

Les antioxydants utilisés sont la vitamine C et la vitamine E. La vitamine C a été
préparée dans du NaCl a 0,97 a une concentration de 0,1 mg/ml. La vitamine E solubilisée
dans la cyclodextrine a été préparée dans la solution isotonique a une concentration de 0,25

et 2 mg/ml.

11.2.4. Etude de la cytotoxicité des antioxydants

Le principe de base de cette méthode consiste a traiter les globules rouges avec les
différentes molécules antioxydants (vitamine C et vitamine E) préparées préalablement et de
déterminer la concentration cellulaire, le taux de la méthémoglobine, le taux d’hémoglobine
libérée et le taux d’hémoglobine intracellulaire par spectrophotométrie (figure 08), selon des
protocoles décris par (Caterina et al, 1999), (Masahiko et al., 2002), (Bellik et al., 2016).

11.2.5. Etude de la cytotoxicité des anticancéreux seuls ou combinés avec les
antioxydants

11.2.5.1. Test de turbidité cellulaire

Les échantillons a analyser ont été préparés a partir du sang isotonique a 20%
d’hématocrite et ils ont été répartis comme suit :
- Le tube témoin négatif contient un volume (ul) de sang isotonique avec un autre volume
de la solution isotonique.
- Les tubes témoins positifs contiennent un volume (ul) du sang isotonique avec un volume
de la solution isotonique.
- Test cytoprotecteur contient un volume (pl) de sang isotonique avec un volume de

I’antioxydant.
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Les érythrocytes sont ensuite incubés a 37°C pendant 30 min. Puis un volume de
I’anticancéreux (PXT ou VP16) est ajouté pour chaque tube a 1I’exception du témoin négatif.
L’incubation est poursuivie a 37°C pendant 2 h.

Aprés incubation, un volume du mélange y est prélevé puis dilué dans la solution
isotonique.

L’absorbance de différents échantillons a été mesurée a 620 nm afin de déterminer la

concentration cellulaire (Bellik et al., 2016).

11.2.5.2. Dosage de la méthémoglobine et de I’hémoglobine libérée
Le taux de MetHb et de I’Hb libérée a été évalué pour les mémes echantillons par
spectrophotométrie aprés centrifugation a 3000 rpm en mesurant [’absorbance des

surnageants par spectrophotomeétre a 412nm et 540nm respectivement (Zheng et al., 2016).

11.2.5.3. Dosage de I’hémoglobine intracellulaire
Le culot cellulaire contenant des GRs intactes, est completement lysé afin de libérer
I’hémoglobine intracellulaire aprés centrifugation a 3000 rpm pendant 10 min. Les
absorbances des surnageant ont été mesurées par spectrophotométrie (Oprea et al., 2007).
La figure (08) illustre le protocole expérimental utilisé dans 1’étude de I’effet

cytoprotecteur des antioxydants combinés avec les molécules de chimiothérapie.
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Suspension érythrocytaire
a 207

g — — — —
Témoin négatif Testa vitamine C vitamine E Vitamine C+E
I’anticancéreux

llncubation a 37° C pendant 30min

Ajout du NaCl & 0.97 au tube témoin et de I’anticancéreux aux autres tubes

l Incubation a 37° C pendant 2h

Prélever un volume de chaque mélange et ajouter la solution NaCl a 0.97.

|

Mesure de la concentration cellulaire

l Centrifugation a 3000 rpm/10min

Récuperer le surnageant et mesurer le taux de la MetHb et de I’Hb intacte libérée

l Explosion du culot cellulaire

Mesure de I’Hb intracellulaire

Figure 08: Protocole expérimentale de ’effet cytoprotecteur de la vitamine C et de
la vitamine E contre le stress oxydant induit par les anticancéreux (Ma et
al., 2014 ;Bellik et Iguer-Ouada,2015 ;Zheng et al.,2016).
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11.2.6. Analyse statistique

L’analyse statistique a été réalisée avec le logiciel Graph Pad Prism 5, les résultats sont
présentés comme moyenne + Ecart type (n=3). Les valeurs sont données en * p < 0,05; **
p <0,01; ***p<0,001(ou bienen#p<0,05;##p<0,01; ###p<0,001). Le test ANOVA
One-Way a été utilisé pour comparer la différence entre chaque groupe traité avec les

anticancéreux sélectionnés. Les valeurs de p<0,05 ont été considérées comme significatives.
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I11.1. Etude de la cytotoxicité des vitamines C et E sur le globule rouge

Afin de vérifier I’innocuité de la vitamine C et E sur les globules rouges, nous avons
mesuré la concentration des cellules apres traitement avec les vitamines. Les résultats
montrent clairement que le prétraitement par les vitamines C et E ainsi que leur combinaison
ne présentent aucun effet cytotoxique sur les GRs et la concentration cellulaire reste
inchangée (0,915+0,007) en comparant au témoin négatif (0,945+0,069) (figure 09).
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Figure 09: Concentration cellulaire apres traitement par la vit C (0,1 mg/ml), la vit E

(0,25 mg/ml) et par la combinaison vit C+E. T- : témoin négatif (NaCl a 0,97). Les résultats
sont exprimés en moyenne = S.E.M (n = 3).

D’aprés ces résultats, nous constatant que les vitamines C et E peuvent étre
utilisées comme un prétraitement en toute sécurité et ne cause aucune cytotoxicité
sur le globule rouge.

111.1.2. Etude de ’effet des vitamines C et E sur I’hémoglobine
111.1.2.1. Taux de la méthémoglobine générée

La méthémoglobine constitue un marqueur de tolérance du stress oxydatif dans les
érythrocytes (Ayako et al., 2007). Dans le but de vérifier I’impact des vitamines C et E sur
I’oxydation de I’hémoglobine, nous avons mesureé le taux de méthémoglobine libéré aprés
traitement avec les vitamines. Les résultats montrent une Iégere augmentation du taux de la
MetHb générée lors du traitement avec la vitamine C (0,036+0,004), ainsi que la
combinaison de la vit E et vit C, par contre le traitement par la vitamine E montre une
diminution significative du taux de la MetHb (0,013+0,004) en comparaison avec le témoin
négatif (0,019+0,004) (figurel0).
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Figure 10: Taux de MetHb générée apreés traitement avec la vitamine C (0,1mg /ml),
la vitamine E (0,25 mg/ml) et par la combinaison vit C + vit E. T- : témoin négatif (NaCl
a0,9%). Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM (n = 3).

On constat que le contact direct des vitamines C et E ainsi que leur combinaison

avec I’hémoglobine n’exercent pas d’effet cytotoxique.

111.1.2.2. Taux de I’hémoglobine libérée

Les résultats exprimés dans la figure (11) montrent une 1égére libération de I’'Hb apres
traitement avec la vitamine C (0,099+0,004) comme aussi nous avons noté un taux
significatif de I’Hb libérée apres traitement par la vitamine C combinée avec la vitamine E
(0,117+0,028). Par contre, nous n’avons observé aucun changement dans le taux de I’Hb
libérée apres traitement avec la vitamine E (0,034+0,006) en comparant au témoin négatif

(0,033+0,006).

0.5

Hb libérée

Traitement

Figurell : Quantité de I’hémoglobine libérée a partir des globules rouges traités avec
la vitamine C (0,1 mg/ml), la vitamine E (0,25 mg/ml) et par la combinaison vit C + E.
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 3).
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Ces résultats confirment ’effet antioxydant et I’effet cytoprotecteur des vitamines

C(0,1) et vitamine E (0,25) sur I’hémoglobine.

I11.1.2.3. Taux de I’hémoglobine intracellulaire

Les résultats de I’Hb intracellulaire montrent que les différents traitements des globules
rouges (Vit C, Vit E et Vit C + Vit E) n’exercent aucun effet cytotoxique a 1’égard de ces
cellules qui se traduit par des taux élevés en Hb intracellulaire qui sont respectivement de
(1,602+0,025 ; 1,59+0,015 et 1,52 £0,094), aucune différence statistique n’a été observée.
(figure 12).
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Figure 12: Quantité de d’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec
la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml) et par la combinaison vit C + E.
Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM (n = 3). * p < 0.05; ** p < 0.01; ***p <
0.001, comparé avec le contrble négatif.

Cette ¢tude confirme I’effet non toxique des vitamines E, C ainsi que leur combinaison
sur les globules rouges via la mesure du taux de 1’hémoglobine libérée et intracellulaire et le
taux de la méthémoglobine. Des études antérieures ont été réalisées sur la vitamine C et il a

été démontré que cette vitamine protege la membrane érythrocytaire (Taiwo et al,. 2020).

111.2.1. Effet de la vitamine C et de la vitamine E combiné aux paclitaxel sur le globule
rouge

Les résultats de la concentration cellulaire montrent que le paclitaxel exerce un effet
cytotoxique trés significatif sur le globule rouge avec un taux de (0,293+0,023) en
comparaison avec le témoin négatif (0,433+0,018). Comme nous avons noté une forte
diminution de la turbidité cellulaire apres prétraitement avec la vitamine C (0,03+0,006), la
vitamine E (0,046+0,006) ainsi qu’avec la combinaison vitamine C+E (0,036+0,022),
combiné au paclitaxel (figure 13).
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Figure 13: Concentration cellulaire apres traitement par le paclitaxel (0,6mg/ml) et par
la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). PXT : paclitaxel a 0,6mg/ml, T- :
témoin négatif (NaCl a 0,9%) ;vit C : vitamine C a 0,2mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml,
Vit C+E : combinaison vit C et E . # : comparaison avec I’anticancéreux. Les résultats sont
exprimés en moyenne £ SEM des différentes expérimentations (# p<0,05; ##p<0,01;###p<
0,001). * : comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p <0,01 ; *** p < 0,001).

Les résultats de la toxicité des érythrocytes apres traitement par le PXT (0,6mg/ml)
combiné & la vitamine C (0,1 mg/ml) (figure 11), révelent que la vitamine C augmente 1’effet
cytotoxique du paclitaxel. En effet, il a été démontré que la vitamine C stimule la production
des ERO qui sont fortement impliqués dans 1’altération des membranes erythrocytaires (Shi
et al., 2018). Des études antérieures ont démontré que la vitamine E exerce un effet
synergique avec le MTX contre la cellule cancéreuse (Yiang, 2021). Dans cette étude nous
avons démontré que le prétraitement des GRs avec la vitamine E accentue I’effet du PTX,
ceci est probablement expliqué par la nature chimique lipophile des deux molécules. Nos
résultats montrent aussi que lors du prétraitement avec la vitamine C et E combinée, 1’effet
cytotoxique du PTX augmente significativement. Les vitamines C et E renforcent la toxicité
du PTX via un mécanisme de synergie.

Cet effet synergique a été confirmé en utilisant des concentrations faibles en PTX (0,3
mg/ml). Les résultats montrent que la vitamine E (0,292+0,013) ainsi que 1’association
vitamine E + C (0,142+0,012) diminuent significativement la concentration cellulaire (figure
14).
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Figure 14: Concentration cellulaire aprés traitement par le paclitaxel (0,3mg/ml) et la
vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). PXT : paclitaxel & 0,3mg/ml, T- : témoin
négatif (NaCl a 0,9%) ;vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E :
combinaison vit C et E . # : comparaison avec ’anticancéreux. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ##p < 0,01 ; ### p <0,001). *:
comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des
différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p <0,001).

Les valeurs de la turbidité cellulaires montrent que le paclitaxel a 0,3mg/ml n’a pas
induit une diminution de la concentration cellulaire en comparant au témoin négatif. Aussi,
nous avons noté que le prétraitement par la vitamine C (0,1mg/ml) combiné au PXT
(0,3mg/ml) n’a pas d’effet cytotoxique sur les GRs. Par contre, le prétraitement par la
vitamine E (0,25mg/ml) combiné au PXT induit un potentiel effet cytotoxique
(0,292+0,013). En outre, la combinaison de la vitamine C+E présente un effet cytotoxique
hautement significatif (0,142+0,012). Nous pouvons admettre que la vitamine C n’exerce
pas d’effet synergique avec le PXT a faible concentration, contrairement a la vitamine E, qui
possede un effet additif avec le PTX.

La combinaison de la vitamine C et E potentialise la toxicité du PXT, cet effet est peut-
étre d0 a la régénération de la vitamine E par la vitamine C au niveau membranaire (Carita
et al., 2020).

Dans une étude récente, il a ét¢ démontré qu’il existe une forte interaction entre la
vitamine E et le PTX, les micelles a base de vitamine E encapsulent le PTX et exerce ainsi
une forte activité anti-tumorale (Ma et al., 2021). Par conséquent, les résultats obtenus dans
notre étude peuvent étre expliqués par le fait que la vitamine E interagit avec la membrane
érythrocytaire ce qui facilite ainsi 1’action du PTX et induit des 1ésions irréversibles au

niveau des GRs.
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111.2.2. Effet de la vitamine C et E combinées au paclitaxel sur I’hémoglobine

Pour mieux comprendre I’impact de la vitamine C et E sur I’hémoglobine, nous nous
sommes intéressés a la mesure du taux de I’hémoglobine libérée et de la méthémoglobine

générée lors du prétraitement par ces vitamines combinées au PTX.
111.2.2.1. Taux de la méthémoglobine générée

Le dosage de la MetHb est considéré comme une étape primordiale dans notre étude
car, il constitue un marquer clé du stress oxydant (Burak, 2008). Les résultats obtenus
montrent que le PXT exerce un effet oxydant important sur I’hémoglobine qui est révélé par
un taux de MetHb tres significatif (0,178 +0,013) en comparaison avec le témoin négatif
(0,014 +0,004). Le prétraitement par les vitamines C, E et leur association génere des taux
trés elevés en MetHb (0,186 £0,024; 0,194 + 0,024et 0,209+0,006, respectivement), aucune

différence significative n’a été observée en comparant au PTX (figure 15).
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Figure 15 : Taux de méthémoglobine apreés traitement par le paclitaxel (0,6mg/ml) et
la vitamine C (0,25mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). PXT : paclitaxel a 0,6mg/ml, T- :
témoin négatif (NaCl a 0,9%) ;vit C : vitamine C a 0,2mg/ml, vit E : vitamine E & 0,25mg/ml,
Vit C+E : combinaison vit C et E . # : comparaison avec I’anticancéreux. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (#p < 0,05 ; ##p<0,01;###p<
0,001). * : comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM
des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

D’apres ces résultats nous constatons qu’il existe une forte corrélation entre la
génération de la méthémoglobine et la diminution de la turbidité cellulaire lors du
prétraitement par la vitamine C et E ainsi que leur combinaison. En effet, une diminution de
la concentration cellulaire s’accompagne d’une augmentation du taux de la MetHb ce qui

indigue un stress oxydant puissant engendré sur les GRs traités.
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D’apreés la (figurel6), nous observons que le PTX seul a 0,3mg/ml n’exerce pas d’effet
oxydant sur I’Hb ; par contre, le prétraitement des GRs avec la vitamine E (0,25 mg/ml) et
avec la combinaison vitamine C+E génerent des taux tres significatifs en MetHb qui sont
respectivement de (0,144+0,009) et de (0,222+0,006).
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Figure 16: Taux de méthémoglobine apreés traitement par le paclitaxel (0,3mg/ml) et la
vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). PXT : paclitaxel & 0,3mg/ml, T- : témoin
négatif (NaCl a 0,9%) ;vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E :
combinaison vit C et E . # : comparaison avec ’anticancéreux. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ##p < 0,01 ; ### p <0,001). *:
comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des
différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

La méthémoglobine constitue une forme oxydée d’hémoglobine qui fixe le fer a I’¢état
ferreux (Burak, 2008), elle peut étre générée avec des taux faibles lors du traitement par le
PXT, en outre, le prétraitement par la vitamine E ainsi que sa combinaison a la vitamine C

accentuent I’oxydation de ’hémoglobine.

I11.2.2.2. Taux de ’hémoglobine libérée
Les résultats montrent que les valeurs du dosage de I’hémoglobine libérée vont dans
le sens opposé des concentrations cellulaires (figurel?7) aprés traitement par le PXT
(1,155+0,108), la vitamine C (1,071+0,115) ainsi que par la vitamine E (1,276+0,102).
Nous avons aussi noté que le taux le plus élevé en Hb libérée a été obtenu apres le
prétraitement par I’association vitamine C et E (1,437£0,062). Ces résultats expliquent alors
I’effet synergique des vitamines C et E avec le PXT, qui induit la lyse des GRs et par

conséquent la libération de I’Hb intacte dans le milieu extracellulaire.

26



Chapitre 111 Résultats et discussion

#

1.5

Hb libérée

0.0-

Traitement

Figurel7 : Quantité de I’hémoglobine libérée a partir des globules rouges traités avec
le paclitaxel (0,6mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml).
PXT : paclitaxel a 0,6 mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit
E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. # : comparaison avec I’anticancéreux.
Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ##p
<0,01;###p<0,001). *: comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en
moyenne = SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p < 0,001).

Les résultats du traitement des GRs avec le PXT a 0,3mg/ml, montrent clairement que
cette molécule n’a pas induit la lyse des GRs qui se traduit par un taux trés faible en Hb
libéree (figurel8). Cependant, le prétraitement par la vitamine C et E combinées indique un
effet hémolytique hautement significatif (P<0.001) avec un taux de (1,241+0,018). Nous
pouvons constater que les vitamines C et E combinées stimulent I’effet cytotoxique du

paclitaxel.
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Figure 18: Quantité de I’hémoglobine libérée a partir des globules rouges traités avec
le paclitaxel (0,3mg/ml) et par la vitamine E (0,25mg/ml). PXT : paclitaxel a 0,3 mg/ml, T-
: témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit
C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes
expérimentations (#p < 0,05; ##p<0,01; ###p <0,001). * : comparaison des tubes traités avec
le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ;
**p<0,01;**p<0,001).
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111.2.2.3. Hémoglobine intracellulaire

Les valeurs du dosage de 1’hémoglobine intracellulaire (figure 19) montrent que le
prétraitement par le PXT, la vitamine C, et la vitamine E ainsi que leur combinaison
présentent des taux tres faible en Hb intracellulaire (0,028+0,015 ;0,037+0,012 ;
0,039+0,004 ; 0,01+0,008 ; respectivement).
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Figurel9 : Quantité de I’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec le
paclitaxel (0,6mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). PXT
: paclitaxel a 0,6 mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E :
vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne
+ SEM des différentes expérimentations (# p<0,05;##p<0,01; ###p <0,001). *: comparaison
des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p <0,001).

Les valeurs du dosage de 1’hémoglobine intracellulaire (figure 20) montrent que le
prétraitement par le PXT, la vitamine C et la vitamine E présentent des taux élevés en Hb
intracellulaire qui sont respectivement de 1,156+0,199 ; 1,386+0,021 et 1,423+0,01.
Contrairement au prétraitement par la vitamine C et E combinées qui révele une diminution
significative (P<0.001) de I’Hb intracellulaire (0,393+0,033). Ceci permet de déduire que
I’association de la vitamine C et E avec le PXT a faible concentration altére I’intégrité

membranaire et 1’hémoglobine intracellulaire.
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Figure 20 : Quantité de I’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec
le paclitaxel (0,3mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml).
PXT : paclitaxel a 0,3 mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C & 0,1mg/ml, vit
E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ##p < 0,01 ; # ## p <0,001). *:
comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne £ SEM des
différentes expérimentations (* p< 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p <0,001).

I11. 3.1. Effet de la vitamine C et la vitamine E combiné a I’etoposide sur le globule
rouge

Les résultats de la concentration cellulaire montrent que 1’etoposide (VP16) exerce un
effet cytotoxique trés significatif sur le globule rouge avec un taux de (0,566 +0,076) En
comparaison avec le témoin négatif (1,231+0,015). Comme nous avons noté une forte
diminution de la turbidité cellulaire aprés prétraitement avec la vitamine C (0,129+0,029),
la vitamine E (0,116+0,026) ainsi qu’avec la combinaison vitamine C+E (0,06+0,004),

combiné avec le VP16 (figure 21).
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Figure 21: Concentration cellulaire aprés traitement par I’etoposide (0,4mg/ml) et par
la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml). VP16 : Etoposide a 0,4mg/ml, T- :
témoin négatif (NaCl a 0,9%) ;vit C : vitamine C a 0,Amg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit
C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (#p < 0,05;##p<0,01; ###p<0,001). *: comparaison des tubes traités avec
le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ;
**p<0,01;**p<0,001).

Les résultats de la toxicité des érythrocytes apres traitement par le VP16 (0,4mg/ml)
combiné a la vitamine C (0,1 mg/ml), a la vitamine E a (0,25mg/ml), révélent que les
vitamines C et E augmentent I’effet cytotoxique de VP16. En effet il a été démontré que la
vitamine C peut protéger les cellules des effets toxiques sans interférer a I’anticancéreux
(Parka, 2012). Une autre étude a montrer que la vitamine E peut jouer plusieurs réles, parmi
ces roles, elle peut étre un transporteur de molécules lipophiles (Beig, 2017). Il a été aussi
démontré que la vitamine E, a faible concentration, peut inhiber ’effet de cisplatine mais
elle augmente significativement 1’effet du VP16 sur la cellule cancéreuse (Kruspig et al.,
2012). Notre étude a montré que la vitamine E exerce un effet synergique avec le VP16 a

(0,4mg/ml) et facilite sa pénétration dans le GR.

Pour confirmer le résultat de I’effet de la vitamine E combinée a I’etoposide sur le GR,
nous avons augmenté la concentration de la vitamine E a 2mg/ml (figure 22). Les résultats
montrent une diminution tres significative du taux de la concentration cellulaire aprés
prétraitement par les vitamines C (0,028+0,001) et E (0,016+0,008) en comparant au VVP16.
D’aprés ces résultats, nous constatons que méme en augmentant la concentration de la

vitamine E, cette derniére accentue 1’effet oxydant du VP16.
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Figure 22: Concentration cellulaire aprés traitement par I’etoposide (0,4mg/ml) et par
la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E(0,25mg/ml ; 2mg/ml). (A) VP16 : Etoposide a
0,4mg/ml ; Vit E 0,25mg/ml, (B) VP16 a 0,2mg/ml et Vit E a 2mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl a
0,9%) ; vit C : vitamine C a 0,Amg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés
en moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ##p <0,01; ###p <0,001). *
: comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des
différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p <0,001).

Les valeurs de la turbidité cellulaires (Figure 22B) montrent que I’etoposide a
0,2mg/ml n’a pas induit une diminution de la concentration cellulaire (0,808+0,01) en
comparant au témoin négatif (0,87+0,015). Aussi, nous avons noté que le prétraitement par
la vitamine C (0,1mg/ml) combiné au VP16 (0,2mg/ml) n’a pas d’effet cytotoxique sur les
GRs. Par contre, le prétraitement par la vitamine E (2mg/ml) combiné au VP16 induit un
potentiel effet cytotoxique (0,054+0,01). En outre, la combinaison de la vitamine C+E
présente un effet cytotoxique hautement significatif (0,067+0,016). Nous pouvons admettre
que la vitamine C n’exerce pas d’effet synergique avec le VP16 a faible concentration,
contrairement a la vitamine E, qui possede un effet stimulateur avec le VP16.

111.3.2. Etude de ’effet des vitamines C et E combinés a I’etoposide sur
I’hémoglobine

Pour mieux comprendre I’impact de la vitamine C et E sur I’hémoglobine, nous nous
somme intéressé a la mesure du taux de I’hémoglobine libérée et de la méthémoglobine

générée lors du prétraitement par ces vitamines combinées au VP16.

111.3.2.1. Taux de la méthémoglobine générée

Le dosage de la MetHb est considéré comme une étape primordiale dans notre étude

car, il constitue un marquer clé du stress oxydant (Burak, 2008). Les résultats obtenus
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montrent que le VP16 exerce un effet oxydant important sur I’hémoglobine qui est révélé
par un taux de MetHb trés significatif (0,296 +0,068) en comparaison avec le témoin négatif
(0,096 £0,033). Le preétraitement par les vitamines C, E et leur association genére des taux
trés élevés en MetHb (0,624+0,018; 0,518 £0,015 et 0,572+0,013 ; respectivement) (figure

23 A).
0.6+
0.8+
(A) . (B)
— 3
0.6 ¥ his
S 0.4+
o)
I
0.4- i 5
Frretese =
boeSn 0.24
[eCeCaCels
0.2- e
® ] :':':':':'
0.0 by T T ! 0.0l e
¢ <& 2) <’
AQ \\é 4\& OXQ/
%X b)( Aé
AQ\/ QQ\/ Q)><\
&
Traitement

Traitement

Figure 23 : Taux de méthémoglobine apres traitement par I’etoposide (0,4mg/ml) et
par la vitamine C (0,21mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml ; 2mg/ml).

(A) VP16 : Etoposide a 0,4mg/ml ; Vit E 0,25mg/ml, (B) VP16 a 0,4mg/ml et Vit E a 2mg/ml, T-:
témoin négatif (NaCl a 0,9%) ; vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. Les
résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ## p <
0,01 ; ##+# p<0,001). *: comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en
moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; *** p < 0,001).

Les résultats de la figure 23B montrent que le prétraitement par les vitamines C
(0,2mg/ml) et E (2mg/ml) combinées au VP16 (0,4mg/ml) induit une libération de quantités
importantes de la MetHb (0,422+0,09). En effet, les résultats sont plus significatifs pour le
prétraitement par la vitamine C ainsi que pour la vitamine C et E combinées (0,486+0,016 et
0,482+0,006, respectivement).

Pour mieux comprendre 1’effet de I’etoposide sur I’hémoglobine nous avons diminué
sa concentration a (0,2 mg/ml).

D’apres la figure 24, nous constatons que le VP16 seul a 0,2mg/ml n’exerce pas d’effet
oxydant sur I’Hb ; par contre, le prétraitement des GRs avec la vitamine E (2 mg/ml) et avec
la combinaison de vitamine C et E générent des taux trés significatifs en MetHb qui sont
respectivement de 0,516+0,009 et de 0,503+0,016. Cela, nous laisse suggérer que la vitamine

E facilite I’oxydation de I’hémoglobine par le VP16.
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Figure 24 : Taux de méthémoglobine aprés traitement par I’etoposide (0,2mg/ml) et
par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (2mg/ml). VP16 : etoposide a 0,2mg/ml, T- :
témoin négatif (NaCl a 0,9%) ; vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 2mg/ml, Vit C+E
: combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes
expérimentations (#p < 0,05;##p<0,01; ###p <0,001). *: comparaison des tubes traités avec
le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ;
**p<0,01;**p<0,001).

111.3.2.2. Taux de I’hémoglobine libérée

Les résultats montrent que les valeurs du dosage de ’hémoglobine libérée vont dans le
sens opposé des concentrations cellulaires (figure 25A) aprés traitement par le VP16
(1,631+0,203), la vitamine C (1,981+0,006) ainsi que par la vitamine E (1,89+0,007).

Nous avons aussi noté que le taux le plus élevé en Hb libérée a été obtenu apres le
prétraitement par la vitamine C (1,981+0,006). Ces résultats expliquent alors 1’effet
synergique des vitamines C et E avec le VP16 qui induisent la lyse des GRs et par conséquent
la libération de I’Hb intacte dans le milieu extracellulaire.

Les résultats du traitement des GRs avec le VP16 a 0,2mg/ml, montrent clairement
que cette molécule n’a pas induit la lyse des GRs qui se traduit par un taux faible en Hb
liberée (figure 25B). Cependant, le prétraitement par la vitamine C combiné au VP16 révéle
un résultat similaire au traitement par le VP16 seul. Le traitement par la vitamine E a 2mg/ml
ainsi que son association a la vitamine C combiné avec le VP16 indique un effet hémolytique
hautement significatif (P<0.001) avec des taux respectifs de 1,904 +0,003 et de 1,896+0,007.
Nous pouvons déduire que I’effet hémolytique est di principalement a la vitamine E qui
stimule 1’effet cytotoxique du VP16.

33



Chapitre 111 Résultats et discussion

(A) 25+ (B) 2.59
: = 2.0- E =
2.0 : . =
3 1.5 w -E 1.5+ %
2] e 2
= 101 B g 10
0.57 B 0.57
0.0 } = 0.0-==a { T :
& ‘-ﬂ‘p Q_.I.. \\x o ) e -f“\\:‘ ___Q‘L ..._\‘ ¢ L
o~ o~ A - S
-] sl - Ao Al ..\..,\
] 2 o . 3 y
! - A A
-~ %
Traitem ent Traitement

Figure 25: Quantité de I’hémoglobine libérée a partir des globules rouges traités avec
I’etoposide (0,4mg/ml ; 0,2mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E
(0,25mg/ml). (A) VP16 : Etoposide a 0,4 mg/ml, (B) VP16 a 0,2mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl
a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml, Vit C+E : combinaison vit
C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05
cH##p<0,01;###p<0,001). *: comparaison des tubes traités avec le T-. Les résultats sont
exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ; ** p < 0,01 ; ***p <
0,001).

111.3.2.3. Hémoglobine intracellulaire

Les valeurs du dosage de I’hémoglobine intracellulaire (figure 26A) montrent que le
prétraitement par le VP16 présente un taux tres élevé en Hb intracellulaire (1,770+0,052).
Contrairement au prétraitement par la vitamine C, la vitamine E ainsi que leur combinaison
qui presentent des taux trés faible en Hb intracellulaire (0,324+0,087; 0,527+0,089 ;
0,155+0,068 ; respectivement). Cela, permet de déduire que 1’association de la vitamine C

et E avec le VP16 altere I’hémoglobine intracellulaire.

Aprés avoir augmenté la concentration de la vitamine E a 2mg/ml (figure 26B), nous
avons enregistré des résultats presque similaires aux résultats du traitement avec la vitamine
E a 0,25mg/ml, ce qui confirme I’effet cytotoxique de la vitamine E combiné au VP16 sur

I’Hb intracellulaire.
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Figure 26 : Quantité de I’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec
I’etoposide (0,4mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (0,25mg/ml ;
2mg/ml). (A) VP16 : etoposide a 0,4 mg/ml, vit E : vitamine E a 0,25mg/ml ; (B) VP16 a 0,4 mg/ml,
vit E a 2mg/ml ; T- : témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, Vit C+E :
combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne = SEM des différentes
expérimentations (#p < 0,05;##p<0,01; ###p <0,001). *: comparaison des tubes traités avec
le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes expérimentations (* p < 0,05 ;
**p<0,01;**p<0,001).

Les résultats illustrés dans la (figure 27) montrent que le traitement par le VP16 et le
prétraitement par la vitamine C présentent des taux élevés d’hémoglobine intracellulaire qui
sont respectivement de 1,927+0,024 et de 1,950+0,007. Contrairement au prétraitement par
la vitamine E ainsi que sa combinaison a la vitamine C qui révelent une diminution
significative de I’Hb intracellulaire avec des taux trés faibles : 0,332+0,07 et 0,449+0,03 ;

respectivement. 2.5

Hbintracellul aire

Traitement

Figure 27 : Quantité de I’hémoglobine intracellulaire des globules rouges traités avec
I’etoposide (0,2mg/ml) et par la vitamine C (0,1mg/ml), la vitamine E (2mg/ml). VP16 :
etoposide & 0,2 mg/ml, T- : témoin négatif (NaCl a 0,9%); vit C : vitamine C a 0,1mg/ml, vit E :
vitamine E a 2mg/ml, Vit C+E : combinaison vit C et E. Les résultats sont exprimés en moyenne +
SEM des différentes expérimentations (# p < 0,05 ; ## p <0,01 ; ## # p <0,001). * : comparaison
des tubes traités avec le T-. Les résultats sont exprimés en moyenne + SEM des différentes
expérimentations (* p < 0,05 ; ** p< 0,01 ; *** p <0,001).
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Conclusion

L’objectif principal de ce travail consiste a étudier I’effet protecteur des antioxydants
a savoir la vit C et vit E (seules ou combinées) sur les globules rouges humains, sous
conditions de stress oxydant induit par les anticancéreux (PTX et VP16) utilisés de nos jours
dans la chimiothérapie.

Notre approche expérimentale a d’abord consist¢é a évaluer la cytotoxicité
membranaire induite par des agents de chimiothérapie sur le modeéle cellulaire (GR) et
ensuite d’étudier I’effet protecteur des antioxydants (C et E) a I’égard de la toxicité induite
par les agents anticancéreux. Pour explorer le mécanisme d’action des vitamines E et C sur
I’oxydation d’hémoglobine, nous avons mesur¢ le taux de la méthémoglobine générée qui

constitue un marqueur important du stress oxydant.

Au terme de notre travail, nous pouvons conclure que les molécules chimiothérapiques
agissent différemment d’un agent a un autre en dépendant de la molécule utilisée, la dose et
de sa nature chimique. Les résultats ont montré que les vitamines C et E, notamment la
vitamine E peuvent exercer un effet synergique ou stimulateur avec certaines molécules
anticancéreuses, de nature lipophile a savoir le PXT et le VP16, plutdt qu’un effet protecteur
des GRs.

Cette étude nous a éclaircie le mécanisme de synergie de la vit C et vit E avec le
paclitaxel et 1’etoposide sur ’altération des globules rouges, cependant il est intéressant
d’étudier d’autres molécules anticancéreuses de différentes natures chimiques que celles que
nous avons utilisées afin d’explorer d’autres mécanismes de toxicité synergique sur les
erythrocytes, et d’investiguer s’il existe un effet cytoprotecteur lors du prétraitement par les
vitamine C et E combinés a d’autres anticancéreux de nature non lipophile. Il serait donc
intéressant d’¢largir cette étude en augmentant la gamme d’antioxydants et aussi étudier leur
effet notamment sur la machinerie enzymatique antioxydante des GRs telle que : le

superoxyde dismutase, la catalase et la glutathion peroxydase.
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Résumé

Le travail présenté dans ce mémoire contribue a explorer I’effet des vitamines C et E ainsi que leur
combinaison, associés aux anticancéreux a savoir le paclitaxel (PXT) et I’etoposide (VP16) sur des globules
rouges (GRs). Nous avons évalué I’hémolyse des érythrocytes a travers la quantification de la concentration
cellulaire et de I’hémoglobine libéré et intracellulaire. Un autre paramétre a été mesuré qui est le taux de la
méthémoglobine libérée afin de mieux comprendre le mécanisme moléculaire impliqué par ces vitamines C et
E. Nous avons démontré a travers cette étude que malgré le pouvoir antioxydant et protecteur des vitamines C
et E mais ces derniéres peuvent accentuer ou stimuler I’effet toxique de PXT et de VP16. Les résultats ont
montré une forte diminution de la turbidité cellulaire aprés prétraitement avec la vitamine C (0,03+0,006), la
vitamine E & 0,25mg/ml avec un taux de (0,046+0,006) ainsi qu’avec la combinaison vitamine C+E
(0,036+0,022), combiné au paclitaxel en comparant au traitement par le PXT seul (0,293 £0,023) et au témoin
négatif (0,433+0,018). D’autre part, le prétraitement par le VP16 a (0,2mg/ml) n’exerce pas d’effet cytotoxique
sur le GR (0,808+0,01) en comparant au témoin négatif (0,87+0,015) Aussi, nous avons noté que le
prétraitement par la vitamine C (0,1mg/ml) combiné au VP16 (0,2mg/ml) n’a pas d’effet cytotoxique sur les
GRs. Par contre, le prétraitement par la vitamine E (2mg/ml) combiné au VP16 induit un potentiel effet
cytotoxique (0,054+0,01). En outre, la combinaison de la vitamine C+E présente un effet cytotoxique
hautement significatif (0,067+0,016).Quant aux résultats de 1’oxydation de I’hémoglobine, la combinaison
vitamine C+E générent un taux trés significatifs en MetHb (0,222+0,006). Nous pouvons conclure que les
vitamines C et E renforcent la toxicité du PTX via un mécanisme de synergie et nous pouvons admettre que la
vitamine C n’exerce pas d’effet synergique avec le VP16 a faible concentration, contrairement a la vitamine E,
qui possede un effet stimulateur avec le VP16.

Mots clés : vitamine E, vitamine C, anticancéreux, globules rouges, méthémoglobine, stress oxydant.

Abstract

The work presented in this thesis contribute to explore the effect of vitamins C and E and their combination,
associated with anticancer drugs like paclitaxel (PXT) and etoposide (VP16), on red blood cells (RBCs). We
evaluated the hemolysis of erythrocytes through the quantification of cell concentration and intracellular and
released hemoglobin (Hb). Another parameter was measured which is the rate of released methemoglobin
(MetHb) in order to better understand the involved molecular mechanism of these vitamins combined with the
anticancer agent on the alteration of erythrocyte membranes and the oxidation of Hb. Despite the antioxidant
and protective potential of vitamins C and E, but these can accentuate or stimulate the effect of PXT and VP16.
The results showed a strong decrease in cellular turbidity after treatment with vitamin C (0.03+.0.006), vitamin
E at 0.25mg/ml with a rate (0.046+0.006) as well as with the combination vitamin C + E (0.036+0.022)
combined with paclitaxel compared to treatment with PXT alone (0.293 +0.023) and negative control
(0.433+0.018). On the other hand, the pre-treatment with VP16 does not exhibit a cytotoxic effect on RBs
(0.808+0.01) comparing to the negative control (0.87+£0.015) we have noted that treatment with vitamin C
(0.2mg/ml) combined with VP16 (0.2 mg/ml) has not cytotoxic effect. On the other hand the pre-treatment
with vitamin E (2mg/ml) combined with VP16 induce a potential cytotoxic effect (0.054+0.01). Furthermore,
the combination of vitamin C+E exhibits a highly significant cytotoxic effect (0.067+0.016). As for the results
of Hb oxidation, the combination vitamin C+E generate a very significant rate of MetHb (0.222+0,006). We
conclude that vitamins C+E reinforce the toxicity of PTX via a synergistic mechanism and we can admit that
vitamin C does not exert a synergetic effect with VP16 at low concentration, unlike vitamin E, which has a
stimulatory effect with VP16.

Keywords: vitamin E, vitamin C, anticancer, red blood cells, methemoglobin, oxidative stress.






