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B caroténe et cancers

Le cancer demeure actuellement dans les pays industrialisés une des causes majeures
de mortalité.

Thérapeutique et chirurgie s'efforcent d'enrayer I'évolution tumorale cependant, il semble
judicieux de penser qu'une alimentation saine et équilibrée prise de fagon réguliere des
le plus jeune dge puisse retarder 1'apparition de tumeurs.

Des études épidémiologiques ont réguli¢rement mis en évidence l'effet bénéfique des régimes

favorisant un apport alimentaire de vitamines , de polyphénols , flavonoides et de B caroténe
auquel on attribue des propriétés antioxydantes.

Certaines espéces réactives de l'oxygene sont impliquées dans les étapes de la cancérogénese.
A partir de cette hypothe¢se des études expérimentales ont permis de démontrer l'inhibition par le
B caroténe de la croissance d'un cancer du poumon transplanté sur souris athymiques.

De plus cet effet bénéfique du B caroténe pourrait relever d'une activité immunostimulante
vis a vis des cellules tueuses non induites ( natural killer cells).
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INTRODUCTION

Dans les pays de haut niveau socio économique, le cancer est une cause majeure de mortalité, 11
est responsable de 20% des déces venant donc en 2&éme position derriere les maladies cardiovas-
culaires.

Grace a de nombreuses enquétes épidémiologiques, facteurs génétiques et environnement sont
maintenant devenus des notions importantes a considérer dans l'induction tumorale. En ce qui
concerne l'environnement, on estime qu'environ 90% des cancers y sont étroitement li€s. Salheld
RM, 1991, (85).

On suppose de nos jours que certains facteurs ont des effets promoteurs et antipromoteurs des
cancers , a titre d'exemples parmi les facteurs nutritionnels:

- Un exces de calories , probablement par mécanisme énergétique.
- Les graisses et 'alcool seraient les promoteurs les plus connus.
- La conservation des aliments par salaison a ét€ incriminée formellement

dans l'incidence des cancers gastriques ( formation de nitrosamines).

- Les antipromoteurs seraient représentés par la vitamine A, le B caroténe,

I' & tocophérol, I' acide ascorbique, le sélénium etc...... Salhed R.M.,
1991, (85) et Hattchouel JM.,1992, (41).

Dans cette theése, nous allons nous intéresser a ces antipromoteurs plus couramment dénommés
"antioxydants".

I1s vont s'attaquer a la derniére étape de la formation des radicaux libres c'est a dire a la phase de
propagation et ceci apres action biologique d'enzymes naturellement présentes dans notre organis-
me: la SOD (Superoxyde dismutase), la CAT (la catalase ) et la GPX ( glutathion peroxydase).
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I - INITIATEURS ET PROMOTEURS DES CANCERS DANS L'ALIMENTATION,

Les chercheurs ont étudié les causes d'apparition des cancers selon deux approches. Cohen.L.,
1988, (12).

1. Relation cancers et agents de l'environnement

Cette approche est née d'une observation faite par Mr. Percival Pott en 1775 qui
avait remarqué que les cancers du scrotum et de la cavité nasale étaient fréquents
chez les ramoneurs anglais. Il en déduisait que ces cancers étaient li€s & une
exposition excessive a la suie.

Des années plus tard, des expériences de laboratoire montrérent que certains
hydrocarbures polycycliques formés lors de la combustion sont en effet
cancérogenes chez 1'animal. Puis d'autres produits chimiques, certains virus et
les rayons X ont été également mis en cause dans l'apparition de cancers
animaux.

2. Relation cancers et facteurs de risques

Par exemple, le r6le de la prolactine dans 'apparition des cancers du sein a été
mis en évidence grace a 1'étude de deux populations bien différentes : femmes
avec et sans enfants. En effet avec les oestrogénes, la prolactine favorise le plein
développement de la glande mammaire et entraine ainsi 1'effet protecteur.

De méme pour les fumeurs, le tabagisme constitue un facteur de risque reconnu
pour le cancer des poumons.

Le processus cancérogene comprend au moins 2 phases :

- initiation

- promotion

Les phases sont séparées dans le temps et controlées par des agents différents.

Elle résulte d'une interaction bréve et irréversible entre un agent cancérogéne et le matériel
génétique du tissu cible. La réaction engendre une lésion moléculaire ou mutation qui transforme
certaines cellules; celles-ci deviennent anormales sans qu'aucune tumeur ne soit encore clinique-
ment observable tant que d'autres agents appelés promoteurs n'interviennent pas.

-7-



La promotion : encore appelée facilitation . Lors de cette phase, peuvent intervenir conjointe-
ment de multiples cofacteurs .

La promotion fait proliférer des cellules transformées qui forment des tumeurs mais les promo-
teurs ne sont pas eux-méme des agents mutageénes ou cancérogenes.

En outre ces promoteurs n'ont d'effets biologiques que s'ils sont appliqués en permanence ou de
facon répétitive, quand I'action du stimulus promoteur est supprimée ses effets disparaissent.

Ce n'est pas le cas des agents cancérogenes et la différence entre les 2 types de facteurs prend son
importance quand on doit aborder les stratégies de prévention.

L'identification et I'élimination des initiateurs présents a faible concentration dans I'environne-
ment semblent primordiales mais ne sont pas toujours facilement réalisables pratiquement , en re-
vanche deux stratégies sont plus efficaces :

* l'identification dans I'environnement des promoteurs de ces cancers ainsi que
certains carcinogénes et leur élimination de l'atmosphere et de 1'alimentation.

Ex : - Benzopyréne, nitrosamines, benzidine , B naphtylamine etc...
- Graisses en surconsommation aux détriment des fibres .
- Alcool , tabac .

* I'identification des éléments de 'environnement qui agissent comme des
antipromoteurs et I'augmentation a I'exposition de ces derniers produits.

Ex : Vitamine A , B caroténe
Vitamine C
Vitamine E
Sélénium
Flavonoides

En effet lorsque l'on parvient & supprimer le promoteur ou a le modifier pendant une longue
période, dans ce cas les 1€sions déja créées restent souvent  I'état latent ou se transforment en
tumeur bien plus lentement qﬁ'élle_s ne le feraient normalement.

De ce fait, _on'péutﬁ"';bonsidércr que le régime alimentaire est un des éléments déterminants dans la
génése des cancers.Cohen L., 1988, (12).
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2. EFFETS DES FACTEURS ALIMENTAIRES sur l'initiation
et la promotion des cancers. Un cancer est initié quand un pro-
cancérogéne (alimentaire ou autre) est activé et se lie 4 ' ADN,
ce qui engendre une mutation dans I'ADN (atteignant souvent ce
que I'on appelle un oncogéne). La mutation n'est pas toujours ré-
parée. Certaines étapes de l'activation, de la fixation et de la ré-
paration de 'ADN peuvent &tre stimulées ou inhibées par des
substances présentes dans 1'alimentation

ANTI-PROMOTEURS

comme les vitamines A, C et E, les indoles des légumes
cruciferes et des traces de sélénium. Une mutation qui n'est
pas réparée induit un état cellulaire anormal, mais cet état
reste déprimé - aucune tumeur n'apparait - tant qu'aucun
promoteur n'agit ( on trouve de tels promoteurs dans les
régimes riches en graisses). Les antipromoteurs comme la
vitamine A favorisent le maintien de la répression et inhibent
la croissance des cancers.

Cohen L. ,1988, (12)




Initiateurs et promoteurs des cancers ( dans I'alimentation )

Initiateur :
Interaction bréve et irréversible
entre un agent cancérigeéne et le

matériel génétique du tissu cible :

1ésion moléculaire ou mutation

Promoteur :
€X . graisses

- font proliférer les cellules initiées qui
forment alors les cellules précancéreuses
- n'ont d'effets biologiques que si ils sont

appliqués en permanence.

CELLULE NORMALE

v

CELLULE INITIEE

v

Antipromoteur :
VitamineA

B caroténe

Vitamine C
Vitamine E
Sélénium

CELLULE PRETUMORALE
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LES RADICAUX
LIBRES
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I - RADICA

1. Définition

Les électrons des atomes occupent une région dans I'espace appelée orbitale. Chaque orbitale peut
avoir au maximum 2 électrons situés dans deux directions opposées (spin).

Un radical libre peut €tre simplement défini comme étant une espéce capable d'exister tout en
ayant un nombre impair d'électrons. O'Brien J. (75).

La plupart des molécules biologiques ne sont pas des radicaux et contiennent seulement une paire
d'électrons.

L'électron étant seul sur l'orbitale a 2 états de spin. Cet électron "impair" peut étre détecté aisé-
ment par la technique de RMN.

Les radicaux libres sont en général plus réactifs que les molécules simples, stables qui ont une
paire d'électrons.

2. Réaction
Les radicaux libres peuvent réagir avec d'autres molécules de différentes fagons :

a. Rencontre de 2 radicaux = ils peuvent combiner leur électron impair et former une liaison
covalente :

A+ A — 5 A-A

b. Rencontre entre un radical et une molécule biologique

En effet,le radical peut donner son €lectron impair ou il peut accepter un électron seul d'une molé-
cule biologique et ceci dans le but de créer un doublet d'électrons stables.

Cependant si le radical donne son électron ou prend un électron a une molécule cette derniére va
se transformer & son tour en un radical et ainsi de suite.

La particularité des réactions radicalaires faisant intervenir des non radicaux est 1'apparition d'une
chaine de réaction en cascade. Cette cascade ne peut prendre fin qu'en présence d'une réaction en-
tre 2 radicaux .

13-




3. Initiation, propagation et terminaison

a) - L'initiation : commence lorsque l'on est en présence de molécules capables de céder ou ac-
cepter un électron, ex : corps gras.

b) - La propagation : la réaction d'un radical libre vis a vis d'une molécule biologique va donc
résulter en la formation de nouveaux radicaux libres. Cette caractéristique permet aux radicaux de
participer aux chaines de réaction (parfois une 100¢me voire 1000&me fois).

Ex : La peroxydation des acides gras insaturés . O’ Brien J. (75) et Burton G.W., 1989, (8).

- Les réactions avec I'oxygeéne peuvent résulter en la formation du radical peroxy, le plus réactif
des radicaux et ceci par réaction d'addition. Ce radical peroxy peut alors réagir avec d'autres mo-
1écules pour former d'autres radicaux.

- Les réactions avec 'oxygeéne peuvent aussi résulter en la formation du radical superoxy et ceci
par réaction de transfert d'un électron.

- Le radical hydroxyl peut alors apparaitre, il est issu de la réaction entre Fe*+ et H5O»; il s'agit

d'un produit du a la dismutation du radical superoxy.

On peut constater qu'un radical libre peu réactif peut engendrer le radical le plus cytotoxique et
génotoxique : le radical hydroxyl.

Dans les cellules, ces effets toxiques de 1'oxygene sont appelés "Stress oxydatif”.

Les radicaux sont volontiers différents dans leur réactivité. Ex : Certains comme 1'atome chlorine
CI' ou le radical hydroxyl OH" sont si énergétiques qu'ils réagissent autant de fois qu'ils percutent
une molécule.

Mais en général les réactions d'addition des radicaux sont plus lentes que les transferts d'élec-
trons. |
Ex : Un radical assez réactif pour engendrer la peroxydation des lipides est le radical peroxyl

C Cl3 Oy°. I est formé par 1'addition de O; et du radical trichloro-méthyl lui méme formé in vi-

vo par réduction de Cl (chlore) avec la réductase.

Ce radical peroxyl C Cl3 Oy va soustraire volontiers un hydrogéne allylique des acides gras

polyinsaturés pour produire un hydroperoxyde et un radical diényl conjugué L.

ROO* +LH . ROOH + L
Radical peroxyde Hydroperoxyde

14 -




L'hydroperoxyde peut subir une scission en donnant des aldéhydes; acides, cétones et RO* + OH*
réactifs etc...
Le radical dienylconjugué L+ peut alors initier la peroxydation des lipides. Puis la réaction de pro-

pagation va faire intervenir O, avec le carbone central du radical L-.
L + Oy g LOO-

Ce radical LOO- va a4 nouveau former un autre radical peroxyl qui va s'attaquer a d'autres molécu-
les de l'acide gras polyinsaturé et ainsi de suite.

LOO* + L'H L LOOH + L'

La peroxydation des lipides peut avoir pour autre origine le radical hydroxyl OH°.
Ex : Doxorubicine

(1) DOX-SQ " +Fettt* ——»  DOX + Fett
) Hy0, + Fett — 5 OH + OH" + Fettt

La terminaison ;
Lorsque les 2 radicaux réagissent ensemble ils sont tous les 2 éliminés.

R + R _ R-R  produit moléculaire.
Parfois , il en est autrement :

Ex : avec les hydroquinones ou une disproportion des produits a lieu :

RO + RO’ > R=0 + RO

Une autre réaction biologique de terminaison est :

- L'oxydation de 'électron par les peroxydases, les prostaglandines synthétases

ou cytochromes oxydés.

- La réduction de I'électron par les réductases ou cytochromes réduits. O’ Brien
J., (75).
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VAN AN AN/

Réaction
mineure

> ——» Attaque des protéines de la

membrane : cross linking si les
2 radicaux se rencontrent,

Eliminationd'un H.
Initiation ( peut prendre place &
différents endroits de la
chaine )
Réarrangement
moléculaire
VAL
Réaction
majeure 0))

VAL

Attaque des protéines de la
> ————p membrane : réaction entre 2 ra-
dicaux peroxyl pour former
Radical Lipoperoxyl I'oxygéne singulet.
>CH02° + >CHOy' — >C=0+>C-OH-

Extraction d'un H -
d'une membrane
lipidique adjacente

%)
hydroperoxide provenant
d'un lipide

AV VANEIVANC

Fig. 1-La chaine de réaction des radicaux libres lors de la lipoperoxydation. L'attaque d'espéces réactives de
'oxygene telle que OH® sur une chaine d'acide gras insaturé provoque l'extraction d'un atome hydrogéne H.

Les conséquences d'une telle attaque sur la chaine de I'acide gras contenant 3 doubles liaisons est montrée.

L'hydrogéne €liminé peut €tre extrait a différents endroits de la chaine par conséquent il y a formation de
plusieurs hydroperoxydes isomériques. Des peroxydes cycliques peuvent étre également formés.

-16 -

O'Brien J. ,1989, (75)




2 RN
RO <~——— ROOH
3 -

Fe/ Fe

Représentation shnplifiée de I'activation de I'oxygéne, des voles
d'altération pro-oxydante et des besoins en protection antioxydante.

La figure montre que la voie d’aclivation réductice de I'oxygéne est la source la
plus liéquente d'intiatewrs de réactions radicalaites.

L es nombreuses protections que la Manie a développées au cowrs de
I'évolution powr permellre aux organisimes aérabies de faire face anx radicaux
libres et aux peroxydes, peuvent se décompaser en 3 slratégies
complémentaires:

RH

1. Dégradation enzymatique des principales sources d'iniliatewrs:
- Lon superoxyde O, SOD-Cu/Zn, SOD Man,;
- Le peroxyde dhydiogéne 11,0,: GSI et Glutathion peroxydase
(Se GPPx), Catalase;
. Les hydioperoxydes organiques ROOLE GSH et Glutathion peroxydase
(Se GPx),

2. Inhibition de la peroxydation lipidique par pié(_jeage des radicaux peroxyl
NOO-: Vit E, recycléa en parlie par Fascorbate (Vi C);,

3. Inaciivation des sels da ler par chélation et maintien sous la fornme ledigque,

pou minimiser la décomposition des peroxydes pré-tonnés en radicaox
libres: ferntine, céniloplasmine.
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4. Le radical hydroxyl OH-

C'est le radical le plus réactif connu et sa formation joue un réle clef dans les dommages créés
dans les tissus exposés a des radiations de hautes énergies (radiations entrainant la formation des
radicaux H* et OH- a partir de 1'eau des tissus).

OH: se combine tres vite & une molécule biologique et il se produit alors la chaine de propaga-

tion.

En effet si OH* attaque 1'ADN, la chaine de réaction a lieu et cause la cassure du brin d'ADN, la
fragmentation du désoxyribose et 1'altération chimique de la purine et pyrimidine.

Ces dégits de I'ADN par OH’ vont entrainer l'activation des proto-oncogenes et la carcinogénése.

Par conséquent, les radiations de hautes énergies peuvent €tre & I'origine des cancers par intermé-
diaire des radicaux libres.

Lors de la peroxydation des lipides par OH:, les hydroperoxydes formés peuvent se décomposer
pour produire des composants trés cytotoxiques , les plus étudiés étant les aldéhydes; notamment
le malondialdéhyde ( (-) réactif que les autres).

Les radicaux peroxyl et les aldéhydes formés peuvent causer de sévéres dégéts aux membranes

protéiques en inactivant les récepteurs et les points d'attaches membranaires de certaines enzy-

mgcs.

5. Le radical superoxyde O~

Il se produit suivant la réaction :
0Oy _C-—> Oy -

Mais la superoxyde dismutase SOD va supprimer ce Oy* - par une réaction de dismutation :

Un Oy - est oxydé en Oy et un autre Oy* - est réduit en HyO,.
Oy =+ Oyp- + 2H* SO_D> HyOp + Oy

En 'absence de SOD, la dismutation spontanée de O,* — a quand méme lieu mais en nombre 104

fois inférieur au pH physiologique.
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Le radical oxygéne Oy* - est formé normalement dans les organismes vivants.

Mais quelques fois Oy* — est produit par accident(s) chimique(s).

Ex : Lorsque les mitochondries s'activent, quelques €lectrons passent & travers la
chaine respiratoire (fuite venant des transporteurs d'électrons) et passent

directement a l'oxygéne, le réduisant et formant Oy* ~

Bien que 1'on puisse avoir formation d' Oy* - par accident, I'apparition d' Oy* -est tout de méme

physiologique. En effet, I'activation des cellules phagocytaires génére de 1' Oy* -

Ex : -Monocytes , macrophages
- Polynucléaires neutrophiles
- Polynucléaires €osinophiles

La production des radicaux est importante lors des phénomenes de phagocytose de certaines sou-
ches de bactéries.

Ceci est démontré lors des déficits de production de Oy = (maladies chroniques des granulocytes)

par mauvais fonctionnement des syst¢émes NADPH oxydase.
Un autre rdle physiologique de Op*— est son implication dans la prolifération fibroblastique et

dans la vasorégulation .

6. Le stress oxydatif

Le stress oxydatif se traduit par 1'altération des fonctions cellulaires de certains composants tels
que les enzymes, acides nucléiques et protéines activés eux-mémes par les especes oxygénées tel-
les que le radical hydroxyl OH- ou le radical peroxyde ROO".

Par exemple, la modification de 1'intégrité cellulaire,résultant de la peroxydation lipidique améne:
- la libération de produits toxiques
- le changement de conformation protéique
- I' inactivation enzymatique
- la cassure de brins d'ADN
- I' oxydation de bases amenant a la mutagénicité, la cytotoxicité et la
carcinogénése.
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III - VITAMINE A , BCAROTENE ET DERIVES

La vitamine A et le  caroténe sont indissociables, ce dernier en effet est une source de pro
vitamine A.
Il faut cependant déterminer leur rdle préventif dans les divers cancers et surtout savoir si l'action

préventive du B caroténe est liée ou non a sa fonction provitamine A.

La vitamine A est une vitamine liposoluble qui joue dans 1'organisme des réles variés et participe
au contrdle, par des mécanismes complexes, de la différenciation et de la prolifération cellulaire.

Le terme de vitamine A est utilisé pour les dérivés B ionone (autres que les caroténoides qui
possédent une structure ou une activité biologique comparable a celle de 1a molécule de base qui
est le trans rétinol). C'est le chef de file d'une série de composés naturels ou synthétiques
(rétinoides) dont les applications désormais courantes en dermatologie sont également étendues
au domaine du cancer, Grosleron N., 1985, (36) ; Manesme O., 1985, (59) ; Moon C., 1989, (68)

Les structures; le nom de référence et les synonymes des composés principaux du groupe A sont

indiqués dans le tableau 1 .
Quatre rétinoides sont connus :

- vitamine A

- B all trans rétinoic acid (trétinoin)

- 13 cis rétinoic acid (isotrétinoin)

- un dérivé éthylester aromatique de 1'acide rétinoique (étretinate) tableau 2

Depuis peu deux autres rétinoides ont ét€ synthétisés :

- un rétinamide : N - (4 hydroxyphényl) rétinamide ou 4 HPR
- un dérivé d'acide benzoique rétinoidal : TTNPB _tableau 2
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TABLEAU 1. - Principaux composes du grouoe de la vitaming A

Tanne Synonymes Formulas
rBCOommanttd

13 )
Nétinol Vitamine Al Ct.,LA,L,(u o
alcool

Rétinal Vitainina Al _-(ha
aldéhyda

Aclde Vitamine A

lélinniqus acwia

3 déhydio-  Vitamine A2 V,L,_,cn‘ou
Iéllnol

Rétinyl Vitamine A /L../\./L./ ] l:lru,hl
Dlmsphale pm)spnala

—— i S

Rehnyl Vitamine A

pahnitate palimitale &‘A"Q/L/“los‘l‘ '

ﬂeltnyl Vilamine A L‘ l_,-o \(mh
#’ghncmou‘c'e acide f(r""/“’“" ~C

/’\ ot
p glt u"lmniue w” 2
11 cls 11 Cis ><j’t~/L' x
telinal vitamine A ~
‘ clay

hhans.

carolene @M@/L\r& /-Y\A‘/\/[Q

MANESME O. L 198%, (H9)
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TABLEAU 2 STRUCTURE CHIMIQUE DES RETINOIDES

. -

A
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> » R
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A=CHONMa AL Tnans NE I :
= COOM= AL 1AANIS Nees Ao 32'83333."‘&:' ——
= La
(V1wvraouy H:COMICJI.sMnh:::d
(L o
CEC"“""“’*" N Pan
coon N
'2C18 nEnmoic acio AROTINOIDS
1] 0.
(120 ertisoury) ﬂ=COocac.s-~ww Tyt
N=COOim I Ty sy yhte

Corre s caron
LAT nmo:nnmml ‘namue 4y ey

MOON C. L1989, (68)
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Ces rétinoides sont divisés en 3 groupes :

lére génération = Rétinylesters éthers
Amides amines
Aldéhydes acides

2éme génération = Apparaissent apres des modifications du groupe cyclique
terminal, ex : étretinate.

3eme génération = Apparaissent apres cyclisation de la chaine polyéne,
ex : TTNPB. Lippman SM., 1987, (51).

Le B carotene est le représentant le plus important du groupe des caroténoides encore appelé pro
vitamine A; il est formé de 2 molécules de vitamine A et tres fortement liposoluble.

A - STRUCTURE

a-VITAMINE A

\A / CH, OH Rétinol
\ \ \ CHO Rétinal |
COOH  Acide rétinoique

La structure de la vitamine A se préte 2 de nombreuses modificationsconduisant donc a des

fonctions multiples .

La molécule comporte 3 parties distinctes :

- un noyau [3 ionone hydrophobe

- une chaine latérale isoprénique sujette a des isomérisations cis et trans
- un groupement polaire terminal Aldéhyde
Alcool

Dérivés
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OH

b-8 CAROTENE

Il est donc formé de 2 molécules de vitamine A.

¢-DERIVES

| ,
\)\/\/\/\/\,A/\/\Q

Zéaxanthine
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OH
|

O

|
/ \\/)\/ \//\/\/\{\v/\]/\

Canthaxanthine

|
SAAANAANANANA

Astaxanthine

Ces 2 dérivés n'ont pas la structure des provitamines A.
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B. LES SOURCES DE VITAMINE A ET § CAROTENE

On ne trouve la vitamine A que dans les produits d'origine animale, les sources les plus
importantes étant :

- I'huile de foie de poisson

- 1a chair des poissons

- le foie de mammiferes

- le beurre, le lait, le fromage et les oeufs.

Le B caroténe se rencontre surtout dans les végétaux :
- carottes
- épinards
- choux
- salades
- oranges
- abricots

- courges

Mais on en trouve également dans :
- les reins
- le foie
- larate
- le lait, beurre, fromage
Grosleron N., 1985, (36) ; Manesme O., 1985, (59) ; Lippman S.M., 1987, (51) .

C. LES BESOINS

La vitamine A se trouve dans le foie ainsi que dans la chair des poissons mais l'apport
alimentaire principal provient surtout des produits laitiers et des oeufs.
Les besoins quotidiens chez 'homme varient en fonction du sexe, de 1'dge, et sans doute aussi de
I'activité physique mais ils se situent en moyenne entre 20 et 30 UI de vitamine A/ kg de poids.

Pour assurer un approvisionnement optimal il faut prévoir des quantités 2 a 3 fois plus élevées,
c'est pourquoi on admet généralement chez I'homme adulte que les besoins sont de 1'ordre de

5000 UI de vitamine A/ Jour soit 1700 pg d'acétate de vitamine A/ Jour.

Chez les végétariens stricts ol les caroténes constituent la seule source de vitamine A 1'apport est
généralement suffisant pour mettre a 'abri d'une carence.
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TABLEAU - Besoins journaliers en vitamine A

Age (ans) ug rétinol

Enfants 0-1 300
2-3 250

4-6 300

7-10 400

11-12 575

13-15 725

16 - 19 750

Adultes 750
Femmes enceintes 750
Femmes allaitant 1200

Manesme o. , 19835, (59)
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Le B caroténe - A I'heure actuelle les consommations recommandées aux Etats-Unis sont de 1,5

mg de P caroténe par jour en temps normal ce qui correspond 2 la quantité effectivement
consommée si on en croit une enquéte réalisée en 1985 par le ministere américain de
I'agriculture.

Une ration idéale devrait se situer dans un rapport de 2/3 de vitamine A pour 1/3 de B caroténe.,

En ce qui concerne la prévention des cancers, il est recommandé de prendre 5 & 6 mg de

B caroténe /jour.

En conclusion on peut dire qu'avec les habitudes alimentaires actuelles il manque 4 4 7 mg de B
caroténe/jour.
Pour prévenir des cancers il faudrait donc :

- Réaliser une véritable éducation diététique pour assurer une consommation
suffisante d'aliments riches en [ caroténe.
- Enrichir les aliments en J caroténe

- Assurer un apport supplémentaire en 3 caroténe notamment dans les groupes a
haut risque ; exposés a des substances cancérigénes. Salheld R.M., 1991, (85).
Grosleron N.,1985, (36) ; Manesme O.,1985, (59) .

D. LES UNITES

- I'unité internationale de vitamine A égale a 1'unité de la pharmacopée US correspond a 1'activité
de: 0,344 ug d'acétate de vitamine A cristallisé

ou 0,55 pg de palméate de vitamine A.

- I'unité internationale de 3 caroténe correspond a l'activité de 0,6 pg de B caroténe.

Il n'existe malheureusement pas de relation précise entre ces 2 unités internationales car selon les

conditions expérimentales une unité internationale de P caroténe n'a pas toujours la méme activité
vitaminique. Grosleron N.,1985, (36).
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Depuis 1969 la teneur des aliments et les besoins quotidiens en vitamine A sont
exprimés en pg de rétinol ou "rétinol équivalent”

1 équivalent rétinol = 1ug ou 3,33 Ul de rétinol.
Le dosage de rétinol se fait en poids de substance active.

L'activité des caroténoides quand a elle, est évaluée en tenant compte de leur
capacité a se transformer en vitamine A dans l'organisme.

1 équivalent rétinol = 6 ug ou 10 UI de B caroténe. Manesme O., 1985, (59).

E -LE METABOLISME DE LA VITAMINE A

Manesme O., 1985, (59) ; Lippman S.M., 1987, (51) ; Grosleron N., 1985, (36).
————— Absorption

L'alimentation apporte des dérivés de la vitamine A (principalement sous forme d'esters) et des

pro vitamines A (principalement sous forme de § caroténe).

- les composés du groupe de la vitamine A subissent les actions successives des
sécrétions gastriques et intestinales. Les rétinyl - esters sont hydrolysés par la
vitamine A - ester hydrolase pancréatique et par une hydrolase du plateau strié
de l'entérocyte.

Ces 2 enzymes sont activées par les sels biliaires.

Aprées hydrolyse, le rétinol est incorporé aux micelles formées sous l'influence
des sécrétions biliaires et absorbé par un transport actif.

A l'intérieur de la cellule intestinale le rétinol est réestérifié (en palmitate surtout)
incorporé aux chylomicrons, excrété dans la lymphe et rejoint la circulation
générale lymphatique par le canal thoracique. (pic de vitamine A 4 h apres
I'administration).

Une faible quantité de rétinol est absorbée directement et atteint le foie par le
systéme porte.

L'absorption est accélérée en présence d'agents émulsionnants (bile) avant de
subir une nouvelle estérification.

Dans les conditions physiologiques, la résorption de la vitamine A dans l'intestin
est totale; mais elle est a la fois plus rapide et plus compléte lorsqu'elle est
administrée sous forme de préparations (dispersions, émulsions ou suspensions
colloidales) qui se comportent dans l'intestin comme des solutions aqueuses et
sont absorbées indépendamment des sécrétions biliaires et pancréatiques.
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z METABOLISME

l hY

| Vitamine A B caroténe
; alimentation : ester de vitamine

| .

{ Vitamine A ester
hydrolase pancréatique

Hydrolase intestinale

v
rétinol
micelles hydrolase
v .
Intestin rétinol + micelles rétinal
rétinol
réestérification

rétinyl ester

passage dans la

circulation générale

| .

Foie
- rétinyl ester
- rétinol

- B carotene
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Foie

Rétinyl ester

rétinyl ester hydrolase

Rétinyl palmitate [«— Rétinol —»{ Rétinal >

phosphorylation oxydation

glucuroconjugaison

glucuroconjugué

acide rétinoique

liaison avec cRBP ou pRBP

stockage dans les
globules lipidiques
hépatiques

libération provoquée
par un stimulus

|

liaison avec pRPB ( holo RPB )

|

liaison holo RPB avec préalbumine

l

séparation rétinol pRPB

séparation rétinol cRPB et passage au niveau cellulaire
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- Les pro Vitamine A sont absorbées sans clivage et hydrolysées en fé_tinﬁl d.a.n_sf lacellule - )

intestinale; le rétinal peut alors &tre réduit en rétinol qui est tran'-sporté par lés -chylomiéronsi '

~ Une tres faible quantité de 3 caroténe ne subit aucune. hydrolyse et gagne lc foie par le canal
thoracique et la circulation générale. ' -

A 1'état physmloglque les taux plasmanques de B camténc sont de I'ordre clc 0 5 mg/L; lcs
~ carotenoides participent avec 4 autres pi gments (mélamnc, méldnou:lc, hémoglobme néclultc et -
oxyhémoglobine) & la coloratlon de la peau. _ o LT 7.

- Lorsque le f caroténe est admmlstré A doses. elcvccs, son absorpnon mlcstlnalc sous fomle
inchangée devient beaucoup plus importante; elle dépend de la pl_.véscnce de lipides et des sels

“biliaires; le 3 caroténe étant liposoluble, il se lie aux chylomicrons puis aux -_'l_ipoprbtéih_c_s. Aussi-
I'horaire des prises par rapport aux rcpzi_s et la composition de ceux-ci ont une grande influence | -

- sur le taux d' absorptlon duf caroténe

Les meilleures conditions d'absorption sont réahsées lorsquc le |3 caroténc Cbt admmxsué cn

......

phase llydrodlspcmblc et accompagné d'un rcpas hpldlquc

Lorsque le f3 caroténe est administeé de cette manire en trai temcnt dc lon guc dm éc, scs taux

' plasmauqucs atteignent 3 a4 fois les conccntratlons de. base. . ' _ ,
De plus, il se concentre dans les glandes sébacécs, le sébum et dans la couchc coméc de la peau. |
Il est & I'origine d'une coloration cutanée rouge-oran géc pr édommdnt a la pdume des mains,
la plante des pieds et au visage. L

La transformation du {3 caroténe cn Vltalmnc A dans l‘orgamsmc falt l'ob_]ct d‘unc 1cgulatlon dont o
le mécanisme reste & €lucider. - SRR e B

———— Misc en réserve dans_lc_foic

- Le foie connent 90% de Ia Vltammc A de I org,amsme et 30 A 60% de la quanmc absorbec pzu
~jour sont mis en réserve dans le foie. o |
La transformation des réunyl ester dans le foie est encore mal connue. : : o |
En fait, dans le foie, le rétinol est libéré sous l‘acuon d'une rétmyl - ester hydrolase, il pcut e l _ |
alors directement stocké dans les globulcs lipidiques des hépatocytcs et des ddlpocytcs sous forme |
d'ester apres action d'une synthétase; soit lié a un transporteur spécifique: cytoplasmlquc 1
la "cellular rétinol bmdmg protein"; c. RBP qul transportc le rétmol vers un site de stockag,c, i
ou la "rétinol binding protein pldsmathuc p. RBP. B | I|
En réponse A une stlmulatlon la létlnyl cstcr hydmlasc llbélc lc rétmol dcs globules llpldlqucs -
Celui ci se lic  la p RBP pour passer dans le plasma. Ce complexe est appcl_é Holo RBP. L ‘
Attention en cas d'altération hépatique ( hépdtitc' cirrhose) la baisse de la rétinoléﬁiic peut étre |

‘beaucoup plus rapide, secondaire alors 2 des difficultés-de stocka;,c de la Vltammc Aoud des :

|
\
\
I
|

pertubations de la synthéscdc lap RBP S : ' : | _
s o L e .



— 3 Autres voies métaboliques de la Vitamine A
Dans le foie, le rétinol peut étre :

- oxydé en rétinal puis acide rétinoique .

Cette oxydation est irréversible.

L'acide rétinoique formé n'est pas mis en réserve et ne poss¢de qu'une partie des
actions de la Vitamine A; en particulier il ne possede pas d'action sur la vision et
la croissance.

- phosphorylé en rétinyl palmitate avec formation d'un rétinyl phosphomannose
qui interviendrait dans la synthése des glycoprotéines.

- glucuroconjugé et excrété dans la bile.

—_ Le transport plasmatique

Le rétinol est libéré dans le plasma sous forme liée au p RBP. La p RBP libre (apo RBP) est syn-
thétisée dans le foie. C'est un monomere de poids moléculaire 21 000 possédant un site récepteur
pour le rétinol.

Dans le plasma; le complexe rétinol p RBP (Holo RBP) se lie a la préalbumine ce qui le protege-
rait d'une dégradation dans le rein. Au cours des insuffisances rénales chroniques en effet les taux
de p RBP et de rétinol sont augmentés en raison de la diminution de cette dégradation rénale. On
a également liaison a la thyroxine dans ce complexe.

Apres liaison 3 des récepteurs membranaires, le rétinol entre dans la cellule cible et la p RBP est
réémise en circulation puis dégradée.

Apres son entrée dans la cellule le rétinol se fixe sur une ¢ RBP qui le transporte jusqu'au site
d'action.

F - LES FONCTIONS BIOLOGIQUES

1 - Les fonctions biologiques auxquelles participent la vitamine A et ses dérivés sont les suivantes
Grosleron N., 1985, (36) et Manesme O., 1985, (59).

- Cycle de la rhodopsine : vision de la couleur, vision corpusculaire .

En effet, 1'adaptation a 1'obscurité est un phénoméne physico chimique lié & la présence dans les
batonnets de la rétine de rhodopsine; pigment photosensible dont la décomposition par une
lumiére de faible intensité déclenche un influx nerveux.
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Sa synthése se fait & partir du 11 cis rétinal qui est fourni d'une part par la décomposition de la
rhodopsine elle méme et d'autre part par la transformation du rétinol d'origine plasmatique .
Le transrétinol et le 11 cis rétinal seraient transportés par une ¢ RBP spécifique des cellules de la
rétine.

- Phénomene de la reproduction; spermatogénese; développement placentaire

- Sécrétion du mucus

- Les processus de différenciation et la prolifération cellulaire
Le mécanisme de l'intervention de la vitamine A siége en grande partie au niveau nucléaire.

——> 11 a été constaté que le rétinol pris en charge dans la cellule par une protéine
spécifique le cCRBP est transféré dans le noyau et se fixe sur des récepteurs
protéiques particuliers de la chromatine.
——— > Puis les chercheurs ont analysé les conséquences cellulaires de la carence : divers
ARNm tendent & disparaitre des cellules hépatiques, intestinales, testiculaires.
La teneur en certaines proteines normales baisse tandis qu'apparaissent des proté€ines anormales
de type embryonnaires.Ces phénomeénes sont réversibles sous 1'action du rétinol ou de l'acide
rétinoique.
Il est donc clair que le rétinol exerce un contrdle sur I'expression de génes codant pour de nom-
breuses protéines notamment celles du cytosquelette et de la matrice cellulaire. Ce contrdle rend
la vitamine A indispensable au fonctionnement normal du mécanisme responsable de la différen-
ciation et de la multiplication des cellules génératrices des €pithéliums.
On discerne dés lors la possibilité de relation entre la vitamine A et la carcinogénése.
-_stabilité des membranes
- induction du cytochrome P450

- biosynthése et régulation du métabolisme des hormones stéroides : mais ces 3
dernieres fonctions n'ont pas été démontrées.

2 - Les fonctions biologiques auxquelles participe le 3 caroténe sont :
Eunice J., 1992, (26).
- provitamine A
-_anti radicaux libres (ceci indépendamment de son rdle de provitamine A)

- capteur d'oxygéne singulet
- prévient les dégats de photosensibilisation chez les bactéries, animaux et

humains.

- prévient la phototoxicité du psoralene

- diminue les échanges entre chromatides - soeurs et les transformations malignes
dans les cultures de cellules.

- inhibe les tumeurs induites par les UV et les produits chimiques chez les
rongeurs.

- diminue les 1ésions précancéreuses chez les humains.

- modifie la réponse immune .
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G - DOSAGE SANGUIN
Arnaud J., 1991, (1).
Vitamine A et  caroténe ;

* Principe du dosage

1. Précipitation des protéines par I'alcool.

2. Extraction de la Vitamine A et du [ caroténe par le cyclohexane

3. Mesure de 1a fluorescence de la Vitamine A naturellement fluorescente au fluorimetre Aminco.

A excitation : 340 nm

A émission ; 490 nm

4. Mesure de l'absorbance du f3 caroténe au DBGT (spectrophotométre) a 450 nm sur le méme ex-

trait cyclohexanique a condition de faire les mesures trés rapidement.

* Techniques

C'est une méthode fluorimétrique de Brubacher et Vuilleumier ( clin. Bioch. principles méthods -
lab Bioch. C).

Prélévements
e

- 5 ml de sang sur héparine (au minimum 2 ml), le tube est entouré de papier opaque (aluminium).

- Conservation : centrifuger rapidement le prélévement; séparer le plasma, le mettre au
congélateur a - 20-C dans un tube entouré de papier aluminium.

Réactifs
 —_

- Ethanol (Merck)
- Cyclohexane (Merck - spécial fluorimétrie)
- Solution mere de vitamine A
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—» Apparcillage

- Centrifugeuse

- Spectrophotometre DBGT
- Fluorimetre

- Agitateur Vortex

- Tubes Kimax 30 ml

- Tubes a centrifuger

——————» Préparation et dosage de la solution mere
a) Principe

Le rétinol et son acétate sont tres instables et assez difficiles a dissoudre. La solution mere de
rétinol ou d'acétate de rétinol se dégrade facilement, par conséquent il faut déterminer lors de cha-
que manipulation la concentration exacte de la solution de vitamine A, conservée au congélateur.
Lorsque la solution mére n'est plus active c'est & dire que son titre est < 1 mg/litre; préparer une
nouvelle solution mere & partir d'une ampoule d'acétate de rétinol lyophilisé dans I'alcool éthyli-
que.
Mesurer le taux réel de cette solution en la diluant au 1

10 000¢me

b) Mode opératoire et calculs

- 1 g d'acétate de rétinol dissout dans 50 ml d'éthanol : solution mere
- solution fille : 0,5 ml de solution mere, Ethanol QSP 50 ml
- solution de travail : solution fille 0,5 ml

Ethanol QSP 50 ml.

On passe cette solution au DBGT. Le pic maximum a 326 mm indique une DO de x.

Le coefficient d'extinction g %  de l'acétate de rétinol est de 1550.

lcm

La loi de BEER LAMBERT donne :

I: solution étalon:l =_DO__eng/100 ml
1550

[ solution mére] = (solution étalon) . 10 000

-38 -




———» Etablissement de 1a gamme d'étalonnage

On prépare la solution étalon a partir de la solution meére de fagon a ce qu'elle contienne entre 132

mg/litre de Vitamine A soit 3,49 & 6,98 umole/litre (PM : 286,456).

Solution étalon 2 6,42 umol/l | 0,5ml | 0,5ml 1ml 1ml 1 mi 1mi
Cyclohexane 19,5ml | 9,5ml 14 ml 9ml 6 ml 4 ml
Dilution 1| x| L | L | | L
40 20 15 10 7 5
Concentration de chaque 0,16 0,32 0,43 0,64 0,92 1,28
échantillon en pmol,

Lire la gamme immédiatement au fluorimetre , faire le zéro sur l'air.
Lire Ie blanc sur le cyclohexane.

—> Dosage
Dans un tube & centrifuger mettre :
- Plasma ou sérum 0,5 ml
- Eau distillée 1 ml

- Ethanol 2 ml

- Mélanger :
- Cyclohexane spécial fluorimetrie : 2 ml

- Agiter 1 &2 2 mm au Vortex

- Centrifuger briévement pour séparer les 2 phases.

Recueillir 1a phase cyclohexanique supérieure a la pipette pasteur. Garder cette phase méme apres

la lecture en fluorimétrie.

NB : Tenir compte de la dilution au 1/4 (la Vitamine A est contenue dans 0,5 ml de plasma et ex-

traite par 2 ml de cyclohexane).
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a) Dosage de la VITAMINE A
- Fluorimétrie A ex : 340 nm
A em : 490 nm
fentes n® 2 en positions intermédiaires
T=3.
- Passer la gamme d'étalonnage et le dosage dans les mémes conditions. Faire le blanc sur le
cyclohexane.

- Tracer la courbe % F1 ( f(conc.))
- Tenir compte de la dilution au 1/4 pour rendre le résultat

D e carotén:

- Spectrophotométrie DBGT ( A max : 273; 453; 481 nm)
- Tracer le spectre de 550 nm a 350 nm aprés avoir fait le z€ro sur le cyclohexane pur.

———— Calcul & partir d'une droite d'étalonnage tracée & partir du B caroténe
————» Calcul en connaissantle g%  qui est 2500.

1cm

La concentration en pmol / I sachant que :

DO = (2xDO0450) - (DO 559+ DO 350)
2

C=DO x4 x 107  pmol/l
2500 536,9

=DO x 29,8 pmol /1

¢) Valeurs normales

Vitamine A :
Homme adulte 2,9 +o0u-0,6 umol /1
Femme adulte 2,5 +ou-0,7 umol /1

B caroténe :
0,93 - 5,6 mmol /1




Variations pathologiques :

Vitamine A : carence si :

< 0,7 umol/1 au dessus de 6 mois
< 1,0 umol/1de 5417 ans

<0,7 umol /1 chez I'adulte

B carotene :

Les taux sont tres dépendants du régime alimentaire.

Une partie seulement de [ caroténe est convertie en vitamine A.

H - PHARMACOCINETIQUE DU 3 CAROTENE

- Administration dose unique :

6 volontaires sains regoivent un régime alimentaire pauvre en graisses pendant 3 jours.

Le 4&me jour on leur administre en une seule prise 6 mg de B caroténe.

Des échantillons de sang sont prélevés apres 1h30, 4h, 7h, 24h, 7 jours et 14 jours.

On constate que 1'administration d'une dose unique n'a qu'une influence insignifiante sur le taux

plasmatique du 3 caroténe. Celui-ci s'éléve passagérement entre la 4¢me et la 7éme heure; on ne
retrouve pas de différence avec le taux initial apres la 24eéme heure.
La concentration plasmatique de vitamine A n'est pas modifiée au cours de cet essai.

- Administration de doses répétées

L'administration 4 18 volontaires sains de 60 mg de B caroténe par jour pendant 4 semaines permet

d'enregistrer les données suivantes : les taux plasmatiques de B caroténe atteignent leur niveau
d'équilibre a la 2¢me semaine. Les taux plasmatiques de vitamine A demeurent constants et dans
les limites de la normale.
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I - PREVENTION DU CANCER

a - Introduction

La chimioprévention est définie par l'instauration d'une diététique a base de produits synthétiques
ou naturels sélectionnés d'avance afin de réduire l'incidence des
Hattchouel J.M.,1992, (41).

Cette définition est basée sur 'accumulation des données en laboratoire et études épidémiologi-

(]

ancers
QLIVAALLD »

ques qui prouvent que certains agents peuvent arréter ou freiner la progression des cancers chez
I'animal et peuvent réduire les risques de cancers chez I'homme . Malone E., 1991, (58).

La prévention de nos jours ne s'applique essentiellement qu'au niveau de la promotion des cancers.

L'utilisation de tels agents pour prévenir le développement des cancers peut impliquer 'utilisation
de vitamines, minéraux, produits synthétiques et médicaments.

Pour s'assurer de tels effets chimiopréventifs, de nombreuses études en laboratoires et d'enquétes
épidémiologiques ont été nécessaires. Malone E., 1991, (58).

b - Etudes rétrospectives et prospectives

Pour étudier 'influence de la consommation du  caroténe sur l'incidence des cancers, on peut re-
courir a 2 grands types d'études épidémiologiques :

- Etudes prospectives
* habitudes alimentaires
* dosages sériques

- Etudes rétrospectives
* habitudes alimentaires

Explication :

a-Au début d'une étude prospective fondée sur les taux sériques (année 0); on préléve un échan-
tillon de sérum dans une vaste population cliniquement exempte de cancer.
On conggle 1'échantillon & - 20*C au mieux a -80C. Puis on suit tout le groupe pendant plusieurs
années. Les sujets chez qui l'on pose le diagnostic de cancer au cours des 3 années suivantes sont
exclus de I'étude; on estime en effet que leur cancer était probablement déja présent a 1'année 0.
Dans les échantillons de sérum des sujets qui développent un cancer par la suite, on dose le B
carotene. Pour chaque cas de cancer on réalise en méme temps les mémes témoins exempts de
cancer et appariés sur le plan de 1'dge, du sexe, des habitudes tabagiques, du niveau socio-
économique et de la durée de stockage de 'échantillon.
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On compare alors l'incidence des cancers chez les sujets ayant un taux sérique peu élevé de B
carotene & l'incidence chez les sujets ayant un taux sérique élevé.

b-Les études prospectives et rétrospectives fondées sur 'analyse des habitudes alimentaires
sont menées selon les mémes principes mais dans ces cas le dosage sérique est remplacé par un
questionnaire et un entretien concernant la fréquence de consommation de divers aliments conte-
nant du B caroteéne. Salheld R.M.,1991, (85).

Plusieurs études vont vous étre décrites dans ce mémoire et toutes se rejoindront afin de prouver
que l'incidence de cancer est plus faible parmi les sujets & consommation alimentaire ou taux
sérique élevé en 3 caroténe.

I y a une diversité de localisation des cancers pour lesquelles on a constaté cette corrélation
inverse = estomac, cdlon, oesophage, cavité buccale, vessie, larynx, col utérin, et sein.
Mais c'est surtout pour le cancer du poumon que les arguments plaident en faveur d'un effet pro-
tecteur du 3 caroténe.

Etudes rétrospectives (habitudes alimentaires)

L'incidence du cancer du poumon est plus faible chez les sujets qui consomment beaucoup de
B caroténe.
L'étude de Mettlin ,1973, ( 67 ) a montré une réduction progressive du risque relatif de 1,7 4 1 pa-

ralleélement a I'amélioration de l'indice de B caroténe passant de (-) de 75 000 Ul/mois & (+) de 124

000 UI/ mois .
Etudes prospectives ( habitudes alimentaires et dosage sérique)

Les résultats sont les mémes que ceux obtenus pour les études rétrospectives c'est & dire une inci-

dence du cancer du poumon plus faible chez les sujets consommant beaucoup de 3 caroténe.

Dans cette étude on a méme tenu compte du fait que les individus étudiés soient fumeurs ou non
et les études de Schekelle ,1981, ( 87) ont prouvé que le risque relatif de cancer du poumon a pro-
gressivement diminué passant de 8,1 4 1 quand la consommation de B caroténe a augmenté.

De plus les dosages sériques ont également prouvé que les malades atteints de cancer du poumon

étaient ceux qui consommaient trés peu de B carotene.
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¢ - Etudes expérimentales

Suite a ces études épidémiologiques en faveur d'un effet protecteur du B caroténe les chercheurs
ont entrepris des études expérimentales.
Les premiéres ont concerné 1'expérimentation animale.

Ex : Ces études ont porté sur diverses espéces animales et ont concerné des tumeurs de diverses lo-
calisations, qu'il s'agissent de tumeurs spontanées, transplantées ou induites expérimentalement par
divers agents.

Les animaux choisis sont le rat, la souris, et le hamster porteurs de tumeurs induites par le
diméthyl benzanthracéne ou porteurs de tumeurs transplantées.

Ces animaux ont re¢u une alimentation faiblement supplémentée en 8 carotene(150 a 300 g de
carottes pour 3000 Kcalories).

——— au bout de 31 semaines on a noté une diminution d'environ 50% sur le plan de la
multiplicité et de l'incidence des tumeurs, une diminution de 40% des adénomes et une diminution
de 85 2 90% des adénocarcinomes.

——— au bout de 44 semaines la mortalité a été diminuée de moitié.
De plus les études menées par le Pr Santamaria ( Pavie , Italie) sur les animaux porteurs de can-
cer de I'estomac ont montré une activité positive du B caroténe aux stades tardifs de la cancérogé-
nése c'est a dire la promotion et progression. Salheld R.M., 1991, (85).

Puis les méthodes expérimentales se sont adressées & 'homme.
Le Pr Hans Stich (Département de cancérogénése liée a I'environnement, centre de recherche
anticancéreux de Vancouver ; Canada ) a montré que le 3 caroténe provoquait la disparition d'un
marqueur précancéreux a savoir les micronoyaux des cellules de la muqueuse buccale. Ces micro-
noyaux sont en effet un signe de cassure chromosomique.
Ex : les asiatiques qui chiquent le tabac avec du bétel et qui ont souvent des
cancers de la bouche.
Au bout de 3 mois de traitement par le rétinol ( 100 000 UL/ semaine) et B caroténe ( 300 000
Ul/semaine) on a enregistré une diminution de la proportion de micronoyaux (4% —» 1,5 %).
Utilisé seul, le B caroténe s'est avéré efficace pour prévenir une récidive.
D'autres études sont en cours actuellement pour confirmer ce résultat. (ex : Etude sur 280 p€cheurs
au Kérala sud ouest de 1'Inde avec la collaboration des laboratoires Roche Béle).




d - Relation cancer et taux de 3 caroténe

Dans de nombreuses études épidémiologiques, on a noté une corrélation inverse entre la prise de
fruits et 1égumes et les risques de cancer.

Les personnes dont la tradition est de consommer régulierement et fréquemment les Iégumes verts
et fruits ont une faible incidence de cancer par rapport aux personnes n'en consommant pas du tout
ou tres peu.

Ce rapport est démontré par diverses expériences s'appliquant a des cancers différents :
Weibsburger J., 1991, (100).

1 - Cancer des cavités orales, nasopharynx et oesophage

Ce type de cancers est souvent rencontré chez les personnes qui machent du tabac ou qui fument
beaucoup de cigarettes et qui consomment de 1'alcool.

2 - Cancer de l'estomac

Ce cancer se trouve plus particulierement dans les populations dont les habitudes alimentaires sont
de consommer des produits salés, marinés ou fumés et peu de 1égumes verts et fruits .

Cette situation était surtout localisée en Amérique du nord. A présent ce type de cancer tend a di-
minuer du fait des progrés considérables pour la conservation des aliments et I'arrét des procédés
artisanaux ( salage, marinage etc...) et surtout la consommation de produits verts frais. Certains
pays pourtant, du fait des problemes économiques (1'ex Union Soviétique par exemple) se voient
encore attribuer des taux €levés de cancer de 'estomac (pas de réfrigérateur et peu de consomma-
tion de légumes verts frais).

3 - Cancers du poumon .

Cette maladie est clairement associée au tabagisme. Plusieurs études épidémiologiques ont mis en

évidence la relation entre des taux €élevés de vitamine A dans le sang et un effet protecteur du B ca-
roténe vis a vis des cancers du poumon (préferentiellement carcinomes épidermoides).

Les études sur animaux ont confirmé ce résultat.

La premiére recommandation que l'on puisse faire aux fumeurs serait de stopper cette habitude de
fumer mais dans bien des cas ceci leur semble impossible par conséquent la deuxiéme recomman-
dation serait de consommer plus de 1égumes verts et fruits notamment ceux qui sont riches en 5 ca-

roténe et vitamine A.
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De plus, dans certaines régions de Chine on a observé que des femmes non fumeurs avaient de
hauts risques de cancers des poumons, la relation cancer-cigarettes se révélant faible, il a ét€ mis
en évidence alors la relation cancer et faible consommation de 1égumes verts et fruits .

4 - Cancer du pancréas .

Les facteurs de risque pour ces cancers sont li€s au tabagisme et & une faible consommation en

1égumes verts et fruits, les études faites n'ont pas encore prouvé l'action préventive du 8 carotene.

Il en est de méme pour les cancers du foie, du gros intestin, de la vessie, des reins, des seins, de
I'utérus et de la prostate.

Exemple Comstock W., 1991, (13).

En 1974 et 1975, des sérums furent collectés a partir de 25802 volontaires & Washington,
Maryland. Ces sérums furent gardés au froid a - 73-C jusqu'au moment des essais.

Ces échantillons €taient divisés en 436 cas de cancer et 765 cas de sujets témoins.

Huit organes ont été étudiés : colon, rectum, pancréas, poumons, cellules basales de la peau,
seins, prostate et vessie ainsi qu'un mélanome.

Les taux €élevés de B caroténe dans les sérums ont montré une action fortement protectrice vis a
vis des carcinomes épidermoides. Les taux élevés de vitamine E dans les sérums ont également
montré ce méme effet protecteur.

Par contre cette action protectrice ne fut pas significative en ce qui concerne les autres types de
cancers.

Pour démontrer le fait que le B caroténe diminue le risque d'évolution des cancers il faut procéder
a des mesures de son taux dans les sérums des patients atteints de cancers avant son stade définitif

et comparer ces taux avec ceux des personnes similaires qui n'ont pas développé le cancer.

Il faut donc pour cela des banques de sérums et des registres de cancers dans des populations bien
définies.

Les 2 séries d'échantillons sont analysées le méme jour, avec les mémes réactifs dans le méme
laboratoire. Les taux de caroténoides et de Vitamine E sont déterminés par HPLC.
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Pour chaque cas de cancer, on prend 1 sujet présentant un cancer et 2 cas de sujet témoins (excep-
tion pour le cancer de la prostate), sélectionnant parmi ces sujets témoins 1'individu le plus jeune
et le plus agé. Table 1.

Ces taux de B caroténe dans les différents cas de figure sont reportés dans Ja table 2. Deux
endroits, poumon et vessie montrent raisonnablement une grande différence avec les sujets
témoins et ceci en faveur d'un effet protecteur du B caroténe, chez ces sujets témoins il y a plus de
B caroténe qui pourrait alors jouer son rdle protecteur et empécherait la survenue d'un cancer.

De plus la table 3 montre également une relation inversement proportionnelle entre le risque de
cancer et le taux de 8 carotene dans le sang.

Pour plus de précisions les cas de cancers du poumon ont été divisés en 4 types histologiques.
La table 4 nous montre sur quel type de cellules cancéreuses peut agir le B caroténe, il s'agit des
carcinomes pulmonaires a cellules squameuses.

Plusieurs autres études ont été réalisées dans le monde afin de vérifier ces résultats et la relation

inversement proportionnelle entre le taux de § caroténe dans le sang et les risques de cancer

Ta blg_ﬁ.

Elles se rejoignent toutes en faveur d'un effet protecteur du B caroténe vis & vis du cancer du
poumon plus spécifiquement.
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dans I'état deWashmgton " Magg land

Table 1 Table 2
nombre de sujet atteints et témomns par localisation taux de B carotene dans le sérum chez des sujets atteints et témoins
selon la localisation

(CD-8 sujets sujets
code localisation atteints | témoins ( sujets sujels |pourcentag]

153 {Colon 72 145 code localisation atteints | témoins | difference;
154,7 |Rectum 34 68 pmol/L | pmol/L i

157 |Pancreas 22 44 153 |Colon 049 0,52
162,1 |poumons 99 196 154,7 |Rectum 0,38

172 |mélanome et peau 20 40 157 |Pancreas 7

173 |cellules basales et peau 21 42 162,1 |poumons

174 [seins, postmenopausals 30 59 172 |mélanome et peau

185  |Prostate 103 == 103 173 |cellules basales et peau

188 |vessie 35 70 174 |seins postmenopausals

185 |Prostate
Total 436 765 188 fvessie B
Table 3
relation « dose effet enire le taux de b carotene et le risque 4e cancers a certains endroits
Odds ratios
(CD-8 valeur
code localisation élevé - - moven - - bas approchée
153 |Colon
154,7 |Rectum

157 |Pancreas
162,1 |poumons
172 |melanome peau
173  |cellules basales peau
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174 |seins postmenopausals 0,6
185 [Prostate , 1,6 14
188 |vessie ,
Table 4
risque de cancer du poumon associé & un faible taux sanguin de B caroténe
et de vitamine E selon le type de cellule
p carotene Vitamine E
Odds limites & Odds limites &
type de cellule ratio # 95 % ratio * 95 %
cellules squameuses | 4,3 1,4:134 23 08:70
petites cellules 1,1 04:29 1,8 0,7:7,0
adénocarcinome 1,3 05:33 1,8 07:4,7
grandes cellules
non spécifiques 1,5 05:52 2,0 0,6:64
Table 5
pourcentage de différence entre des taux dcB _carotene sanguin dans 4 pays
études
Basel (7) BUPA (9) Hawaii (8) ‘Washington Country
n* Fo-+ P++ n o n %o P n %o P
Colon 81 -19 72 -6 0,93
Rectum 32 -4 34 16 0,26
colorectal 14 -21 30 -11
poumons 35 (-38) 50 (-22) 0,01 74 (-31) 0,04 99 (-16) 0,04
vessie 15 -9 27 0 35 - 0,35
¥ nombre de sujets
+ 100 cas de sujets atteints - sujets témoins / sujets témoins
++ P valeur approchée
Comstock W., 1991, (13)
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TABLE |

Factors and possible mechanisms in main epithelial cancer causation and prevention

Disease Risk factors Mechanism Protective elements Mechanism
Lung cancer Cigarette smoking Complex mixture of genotoxie carcinogens Yellow-green vegetables Retinoids, B caroténe inhibit development
polycyclic aromatic hydrocarbons and of lesions through strengthening patency
tobacco specific nitrosamines and risk of gap junctions.
determining enhancing, promoting agents.
Abestos, air pollutants have strong
cocarcinogenic effect
Occupational Polycyclic hydrocarbons coal gas work,

Oral cancer

Kidnev cancer

Nasopharyngeal cancer

Esophageal cancer

Gastric cancer (intestinal)

Smoking tobacco
chewing;

betel chewing,
smoking and alcohol

Smoking, pickled fish

unknown
Obesity

Salted, pickled fish

Viral factors
Occupational

Salted, picked food ?
Alcohol intake + smoking
Tobacco chewing

Salted, pickled food

Goechemical nitrate
and salt

bis (chloromethyl) ether,
bis (chloroethyl) sulfide, arsenic, nickel, and
chromate ores.

Carcinogens from tobacco (mainly tobacco-
specific nitrosamines), betel nut. hydroxy radicals

Yellow-green vegetables

Carcinogens from tobacco. unknown ?
mechanisms

Endocrines : fat cells produce estrogens Weight control/loss
acting as carcinogens ? '

Contains specific nitrosamine ? ?

Can increase cell cycling Vaccination ?

Wood and leather workers

Specific nitrosamine Yellow green vegetables

Alcohol modifies esophageal metabolism of
tobacco-specific carcinogens
Tobacco-specific carcinogens and promoters ?

Yellow green vegetables
Vegetables

Nitrosoindoles, phenolic diazotates Green yellow vegetables

Formation of gastric carcinogens, above, in

stomach vitamins C and E

Green-yellow vegetables, fruits,

Retinoids, B caroténe

Lowers excessive nonphysiologie
estrogen levels

9

Role of vegetables unknown is risk factor
present in food

( B carotene, protective element)
B caroténe, retinoids

Role of vegetables unknown if risk factor
present in food. but may assiste in
differentiation

Prevent formation of carcinogen : cellular
tissue defenses.
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TABLE 1 (continued )

Disease Risk factors Mechanism Protective elements Mechanism
Bladder cancer Bilharzia : schistosomiasis Carcinogens unknow; increases cell Yellow green vegetables ?
proliferation enhances risk
Smoking Unknown Yellow green vegetables Retinoids
Occupational Arylamines — —

Endocrine-related cancers,

prostate, breast, ovary

Endometrium

Pancreas

Colon cancer
Proximal
Distal

Rectal cancer

Liver cancer

Total dictary fat
(sawrated + w
6 polyunsatured lipids)

Same as above, excessive
body weight

Same as endocrine
Cigarette smoking

9

Same as endrocrine
related cancers

Alcoholic beverages

Mold contaminated foods

Some plants

Pickel foods

Chronic virus

High level of specific
alcoholic beverages
Occupational
Tatrogenic

Complex multieffector elements, hormonal
balances, membrane and intracellular
effectors

Same as above, fat cells generate
estrogen

Fat affects physiology
Tobacco-specific nitrosamines

?

Biosynthesis of cholesterol, thence bile acids
and colon cancer promotion including higher

cell cycling.
Increases cell cycling in rectum

Mycotoxins

Pyrrolizidin alkaloids

Nitrosamines

Hepatitis B

Damages liver, nisk of cirrhosis potentiates
effect of carcinogens

Vinyl chloride

Some oral contraceptives (infrequent
occurrence)

Monounsaturated oil (olive); w-3
polyunsaturated oils
Medium-chain triglycerides
Cercal fiber end pectin, yelow-
green vegetables

Same as above, weight control/loss

Low-fat diets
?

?
Cereal fiber

Cereal fiber ?
Avoid moldy, pickled foods,

improve nutrition, more protein,
fruits and vegetables.

Vaccination
Decrease intake of alcohol

Lower exposure

Neutral or protective action on hormone
metabolism

Caloric equivalent to carbohydrate
affects enteroheptic cycling of hormones

Same as above: lowers excessive
nonphysiologie estrogen levels
Protects function

?

9

Increases stool bulk, dilutes promoters,
lower intestinal pH.

Dilutes effectors by increasing stool bulk

Lower carcinogen intake

May lower cell duplication rates

Comstock W., 1991, (13).



J - MECANISME D'ACTION

240 M 7.2 . . A
Les rétinoides synthétiques ou naturels analogues de la Vitamine A :

- bloquent fréquemment 1'expression phénotypique des cancers in vitro

- inhibent également la croissance :_antiprolifératifs

- induisent une différenciation cellulaire pour certains types de cellules malignes
chez les animaux et les humains. Lippman S.M., 1987, (51).

Le mécanisme d'action de ces rétinoides fait intervenir essentiellement :
* la cascade de la protéine C ( PKc )
* leurs effets sur l'expression des oncogénes
Avec modification de :
* ]a synthése enzymatique
* des propriétés membranaires
* des facteurs de croissance
* des récepteurs protéiques
* 'expression génomique et postgénomique
* ]la matrice extracellulaire
* ]la réponse immunitaire.

En ce qui concerne la prévention des cancers, les rétinoides sont plus efficaces pour les cancers de
la peau.

La Vitamine A va jouer un role en chimioprévention de par ces effets normaux physiologiques :

Il faut noter son role dans la vision , la reproduction et surtout dans la croissance, la différencia-
tion et la prolifération cellulaire. Grosleron N., 1985, (36).

EXPLICATION Lippman S.M., 1987, (51).

Les états métaplasiques dans les épithéliums sont accompagnés entre autre d'une élévation de la
division cellulaire ; par conséquent une synthése d'ADN ou d'ARN a lieu méme en absence de
Vitamine A. Wolbach, 1925,.(102). Cette différence accroit les effets de carcinogeénes chimiques
sur les tissus épithéliaux. Nettesheim P., 1979, (72).

En cas d'une supplémentation en rétinoides, cette synthése n'a plus lieu et ces derniers vont per-
mettre un retour a la normale par régulation de la différenciation.

NB : cette régulation de la différenciation cellulaire et de la prolifération se constatera plus nette-

ment avec les dérivés acides synthétiques qu'avec la Vitamine A.
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En général, I'activité antiproliférative des rétinoides a lieu pour de nombreuses cellules transfor-
mées et ce phénomene est réversible . Douer D., 1982, (22) ;Lotan R., 1977, (56). 1l a lieu apres 2
a 3 jours d'exposition aux rétinoides et demande le méme temps pour €tre inversé d'ot I'hypothése
d'une inhibition dépendante du cycle cellulaire. Les rétinoides inhibent 1a prolifération des cellules
malignes lorsque celles-ci sont en phase G1 ralentissant ainsi leur entrée en phase S . Gallacher
R.E., 1986, (32). On aura finalement une accumulation des cellules bloquées en phase S. Mais il
est & noter qu'il n'existe pas de corrélation entre 1'inhibition de croissance cellulaire induite par les
rétinoides et le temps de doublement d'une cellule . Lotan R.,1977, (56).

Certains chercheurs suggerent que l'arrét de croissance en phase G1 doit &tre régulé différemment
de la différenciation cellulaire chez les cellules promyélocytaires HL 60 humaines. De méme pour
pouvoir poursuivre cette idée, Lotan R., 1977, (56) a étudié ce phénomene antiprolifératif pour
les cellules cancéreuses en utilisant 1'acide rétinoique et le rétinyl acétate ( sur 31 types de cellules
différentes ).Bien que les réponses sur chaque lignée soient différentes, la croissance était inhibée
4 60%.

Outre l'effet antiprolifératif ; les rétinoides tendent & affecter la différenciation cellulaire pour un
groupe de cellules précises et selon un mécanisme irréversible.(expérience sur les carcinomes
embryonnaires F9 de la souris et sur les lignées cellulaires HL 60).

Le mécanisme par lequel les rétinoides altérent la différenciation cellulaire différe de celui utilisé
pour l'effet antiprolifératif . Vitale C., 1986, (99) ;Marcello C., 1984, (60). Alternativement , il
pourrait y avoir un mécanisme commun des rétinoides mais la réponse ( inhibition de croissance
ou différenciation cellulaire ) doit dépendre du type de cellule.

Pour ces 2 parametres : antiprolifération et différenciation cellulaire,l'acide rétinoique et ses analo-
gues sont plus actifs que le rétinol , le rétinylester ou le rétinal.
Bollag W., 1979, (4) ; Cunnigham W.J., 1983, (15) ; Riscoe MK ., 1986, (79)
LotanR., 1980, (55) ; Sporn M .B., 1986, (91).
ff r la synthése enzymati
Ex : Ornithine décarboxylase ( ODC)
Transglutaminase ( TG )
AMPc dépendante et AMPc indépendante protéine kinase (PKc)

1) La biosynthése de polyamines telle que la spermidine ; la spermine ou putrescine qui sont im-
pliquées dans la régulation de la prolifération et la différenciation cellulaire dépend d'une enzyme :
ODC ( ornithine décarboxylase ) . Riscoe M.K., 1986, (79) ; Russell D.H., 1985, (84) .

L'inhibition de la synthé&se de cette ODC et par conséquent la déplétion des polyamines par 1'acide
rétinoique est directement corrélée a l'inhibition de croissance cellulaire , 2 la différenciation cellu-
laire ainsi qu'a I'accumulation des cellules en phase G . Gallacher R.E., 1986, (32) ; Russell D .H.,
19885, (84).I1 n'a pas été montré une inhibition de l'activité de ODC par l'acide rétinoique mais une
inhibition de sa synthése .
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2) L'activité de 1'ODC est elle-méme régulée par les actions de la TG ( transglutaminase ) intracel-
lulaire. Cette enzyme calcium dépendante catalyse le cross-linking des protéines membranaires
telles que la fibronectine et le cross-linking de certaines amines primaires vers les polypeptides
Davis P.J., 1985, (18) ; Murtaugh M.P., 1984, (70} . 1l peut y avoir un effet des rétinoides sur
cette TG afin d'obtenir des effets antiprolifératifs. Certains chercheurs ne s'accordent pas sur la
méme conclusion et prouvent le contraire . Russell D.H., 1985, (84) ; Luck G K., 1982, (57) ; Jet-
ten A.M., 1979, (42). Pour eux, I'acide rétinoique jouerait en faveur d'une différenciation des cel-
lules HL60 non pas par inhibition de ODC mais plutdt par augmentation de cette enzyme et des
polyamines. Pour le démontrer, ils suppriment une augmentation de ODC en ler lieu en utilisant le
DFMO et vont observer un effet nul en ce qui concerne la différenciation ; par conséquent ils
concluent que I'activité de ODC et la biosynthese des polyamines sont bien impliquées dans tous
les processus de différenciation des cellules HL60 . Mais ces résultats sont encore contestés quand
on remarque qu'une compléte déplétion des polyamines induite par l'acide rétinoique ( ex : spermi-
dine ) est la cause d'une non différenciation des cellules HL 60 .Sugiara M., 1984, (93).

3) Les rétinoides affectent également le mécanisme de régulation de la protéine kinase AMPc cal-
cium dépendante , Fontana J.A., 1986, (28), ceci par le biais de la phosphorylation de certains
substrats nécessaires lors de 1'inhibition de la croissance et les processus de différenciation . Niles
R.M., 1986, (73). Les rétinoides ont un effet sur les agents qui permettent une augmentation du
taux de AMPc. Livesey S.A., 1985, (52).

Exemple : un changement de la phosphorylation de la tyrosine est un des événements responsables
de la transformation néoplasique ; il est impliqué dans les phénomenes de contrdle de certains fac-
teurs de croissance. Le rétinyl acétate va pouvoir inhiber cette phosphorylation de la tyrosine chez
les cellules HL60 et jouer un effet préventif des cancers . Martner J.E., 1984, (62).

D'autres enzymes sont mises en jeu dans les phénomenes de prévention des cancers en synergie
avec | 'action des rétinoides, il s'agit entre autre :

- activation de la 2!, 5' oligoadénylate synthétase qui est une enzyme importante
pour les processus antiviraux et antiprolifératifs . Bourgeade M.F ., 1984, (0).

- inhibition de la cytochrome P450 isoenzyme qui est responsable de 1'activation
de procarcinogenes cutanés . Tsambsaos D., 1985, (98).

- inhibition de la glutathion réductase . Kumer S., 1984, (48) .

- activation de la synth¢se de la sialyltransférase et de la galactosyltransférase

NakhasiH.L., 1984, (71).

- régulation de |'acétylcholine estérase . Sidell N., 1984, (90).
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b) Effets sur les propriétés membranaires

Les rétinoides ont une influence sur la synthese et la distribution des glycoprotéines ; glycolipides;
protéoglycanes et glycosaminoglycanes membranaires . Lotan R., 1980, (55) ; Merriman R.L.,
1979, (66) ; Felsted R.L., 1983, (27) .
Ces rétinoides vont entre autre :
- inhiber la mobilité des anions de surface dans les sarcomes ou mélanomes .
Lotan ,1984, (54) ( ceci en corrélation avec une activation de la sialyl transférase
et galactosyltransférase ) .
- modifier la synthése , la distribution et la fixation de la fibronectine ( grosse
glycoprotéine qui est largement réduite dans les cellules transformées)
Jetten AM., 1979, (44) ; Meromsky L., 1984, (65) ; Lotan R. ,1984, (54) ;
Bolmer S.D., 1982, (5).
- entrainer une augmentation de la libération de cette fibronectine qui pourrait €tre
impliquée lors des phénomenes de promotion et de transformation des tumeurs.
Les rétinoides vont donc empécher ce phénomene de relargage de la fibronecti
ne.Bolmer S.D., 1982, (5) ; Zerlauth G. ,1985, (104).
Ces altérations membranaires vont modifier les échanges cellule a cellule ou cellule-substratum ce
qui perturbe alors 1'adhésion des cellules , leur inhibition de contact , leur migration , leur différen-
ciation et leur croissance .Gercel C., 1984, (34). Toutes ces interactions peuvent affecter le com-
portement des tumeurs.
En plus de tous ces effets spécifiques sur la membrane, les rétinoides stimulent la synthése des
jonctions " gap " et augmentent par conséquent les échanges intercellulaires. Gercel C., 1984,
(34), ils réinstaurent le phénoméne d'inhibition de contact , modifient la viscosité membranaire et
les propriétés physiologiques électriques de ces membranes . Maruyama T., 1985, (63).

Mais a concentration élevée, ils peuvent tre responsables de toxicité car ils exercent un effet
détergent sur les membranes.

¢) Effet sur les mitogenes et sur les facteurs de croissance

Les rétinoides vont moduler leurs effets mitogeénes et transformer les facteurs de croissance qui
agissent sur les structures membranaires tels que : Lippman S.M., 1987, (51).

- le facteur de croissance épidermique (EGF)

- le facteur de croissance dérivé des plaquettes (PDGF)

- le facteur stimulant des colonies hématopoietiques (CSF)

- le facteur de croissance des sarcomes

- certains promoteurs de tumeur ( ex : tél€ocidine )

- certaines hormones (ex: insuline)Jetten AM., 1982, (42) ; Earp H.S., 1986, (23)
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(1) Par exemple, 'EGF intervient dans la régulation de la croissance et la différenciation
épithéliale et du mésenchyme ainsi que dans l'embryogénese et les transformations néoplasiques
Robert AB., 1983, (83) ; King Le J.R., 1985, (45) .

En temps normal, I'EGF interagit avec différentes enzymes dont ODC en augmentant son activité
et le niveau de putrescine impliquée dans la cascade de la protéine C ( PK.C) . King Le J.R., 1985,
(45) ; Russell D.H., 1985, (84). L'activation de la PK C permet alors la phosphorylation des
récepteurs & EGF et empéche sa fixation. Il s'agit d'un phénomeéne de rétrocontrdle.

——p Jetten AM., 1982, (42) a démontré que les rétinoides augmentaient la production
des récepteurs 2 EGF et donc augmentaient la fixation de ce facteur de croissance . Dans le milieu
biologique, il n'y aura plus ou trés peu d'EGF libre donc actif d'oli diminution de l'activité d'ODC.

(2) En ce qui concerne le CSE et les précurseurs hématopoiétiquesTobler A. et al 1986, (97) ont-
trouvé que les rétinoides recrutaient les précurseurs provenant des souches granulomacrophagi-
ques ou augmentaient leur sensibilité & 'action du GM-CSF.

Eff r I'expression génomi nomi
Lippman SM., 1987, (51).

° Afin de démontrer l'action des rétinoides ( action semblable a celle des stéroides ) Chytil F.,
1976, (11) sur l'expression génomique, il a fallu en premier démontrer que ces rétinoides lors de
leur métabolisme se fixaient bien sur des protéines de transport appeléees ¢.R.B.P. (cellular
retinol binding protein) et ¢.RABP ( cellular acide rétinoique binding protein ) qui leur
permettaient d'atteindre le noyau.

Cependant la fixation de ces ¢ RBP a lieu sur les membranes nucléaires et non au niveau de 'ADN
Iui-méme d'oll certains problémes de compréhension et des différences par rapport au mécanisme
d'action des stéroides. Sherman M .I.,1985, (88).

Les fixations de ¢ RBP et de ¢ RABP étant contrlées de fagon différente indiquent que le rétinol
et 1'acide rétinoique vont affecter la régulation de la croissance de différentes maniéres.

° De plus, il a été démontré que certains cancers répondent plus volontiers a 1'action préventive des
rétinoides lorsque de nombreux sites de fixation du ¢ RBP et ¢ RABP existent sur le noyau et
qu'une concentration élevée de ¢ RBP libre est correlée a 1a présence de tumeurs.

—>» Ceci joue bien en faveur d'un réle des rétinoides sur I'expression génomique.
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} Effi r I n

Les rétinoides empéchent 1'action d'oncogénes responsables de la transformation cancéreuse de la
cellule . Lippman J.F., 1987, (51).
Ces oncogenes codent pour des protéines et suivant la nature de la protéine, on peut distinguer
trois groupes d'oncogenes :
- les oncogenes produisant des protéines kinases phosphorylant les tyrosines
ex : Src
ler : On remarque une augmentation de la phosphorylation des tyrosines dans les
cellules transformées.
2 éme : De plus, les analogies entre le mécanisme d'action du facteur de croissan-
ce EGF et le produit de I'oncogene Src suggere que Src intervient dans les régula-
tions de la croissance cellulaire.

- les oncogenes produisant les protéines du groupe des génes ras
Elles ont des propriétés immunologiques communes

- les oncogenes produisant les protéines proches des facteurs de croissance
ex : l'oncogene sis code pour une protéine p28 - Sis dont la structure est treés

proche du facteur de croissance PDGF.

D'ailleurs PDGF posséde d'importantes analogies avec d'autres facteurs de crois-
sance tels que EGF produit par les cellules normales et TGF produit par les cellu-
les cancéreuses.

ex: I'oncogene myc élabore une protéine p48 qui possede une aptitude particulicre
a se lier 2 I'ADN suggérant un role direct sur la division cellulaire.

Les sites d'actions de ces oncogeénes sont multiples et permettent de distinguer plusieurs groupes :

* ay niveau du noyau :
ex : l'oncogeéne myc au niveau de 'ADN

Par conséquent son role dans la régulation de la division cellulaire est probable,
Une anomalie d'expression de ce géne semble intervenir de fagon générale dans la
cancérogénése.

* au niveau de la membrane cellulaire ;
ex : Src

ras

* par autocrinie en libérant des protéines qui agissent a distance
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Les rétinoides vont donc agir a différents niveaux d'activité des oncogenes et en différents lieux

- Westin E.H.et Al, 1982 , ( 101) démontrent 1'action de l'acide rétinoique sur la transcription du
géne C- myc qui n'aura plus son rdle dans les phénomenes de cancérogeénése .

11 a été€ montré que cet acide rétinoique modifiait 'action de ce géne c-myc surtout pour la régula-
tion des cellules HL 60 en phase d'élongation et non lors de l'initiation . Bentley D L., 1986, (3).
Mais il faut tout de méme souligner que ces transformations au niveau moléculaire dues a I'acide
rétinoique sont hétérogenes et dépendent bien du type de cellules utilisées et de 1'agent transfor-
mant également.

De méme Jetten et Al , 1982 , (42) ont démontré que l'acide rétinoique doit avoir une influence
sur l'activité des oncogenes V.src et V ha-ras en jouant un rdle critique sur la synthése et la
réponse aux facteurs de croissance qui sont régulés par ces oncogenes.

EAff rl r immunitair

Les rétinoides ont une action sur le systeme immunitaire soit en I'activant ( faibles doses de réti-
noides ) soit en l'inhibant ( fortes doses ).Lotan R., 1986, (53) ; Eccles S.,1985, (24) ; Shapiro
P.E. 1985, (86).
- Par exemple la vitamine A potentialise la formation des anticorps chez la souris a laquelle on a

. injecté en sous cutané une protéine non immunologique de boeuf.
- Le rétinol et 1'acide rétinoique augmentent le phénomene de phagocytose et 'activité antitumora-
le des macrophages ainsi que 1a production des leucocytes polynucléaires .Shapiro P.E., 1985,
(86) ;,Tachibana K., 1984, (94) ; Badwey J A., 1986, (2) ; Hemila H., 1986, (39) .
- On constate un effet des rétinoides sur l'interleukine 11,2 . Dennert G., 1985, (20) .
Ces rétinoides stimulent la production d' IL 2 par les cellules LT helper ce qui résulte en une proli-
fération des cellules LT Killer. Les souris auxquelles on a injecté les rétinoides montrent une aug-
mentation de la capacité & produire des IL1 et ceci par stimulation de leurs splénocytes ( macro-
phages essentiellement )
Indépendamment de I'hyperproduction d' IL 2, I'acide rétinoique augmente aussi directement la
prolifération des thymocytes matures. Sidell N., 1985, (89).

Cependant certains rétinoides semblent présenter une toxicité vis a vis des lymphocytes in vitro et
induisent une diminution de la formation des rosettes E.

Il est a noter que dans tous les cas I'inhibition d'une tumeur primitive est sous la dépendance des
thymocytes et la fonction accessoire des macrophages est trés importante pour prévenir des métas-
tases.
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Dans un organisme incapable de provoquer une réponse "T cell dépendante” ; les rétinoides
seraient incapables d'agir et d'influencer la croissance de la tumeur.
ex : les souris ayant subi une thymectomie avec irradiation.

- L'acide rétinoique joue également un rdle sur l'induction des cellules tueuses non induites (natu-
ral killer cells )Dennert G., 1985, (2)

Récemment Cope F.O. et al, 1986, (14), ont trouvé une relation entre la protéine kinase calcium
dépendante ( PKc) ; l'induction de 1'ornithine décarboxylase (ODC) et la régulation du récepteur
EGF Jetten AM., 1986, (43).

Ex : Par contraste, le contrdle de EGF par la PKc se fait directement par phosphorylation du récep-
teur EGF et peut tre par inhibition de I'internalisation de EGF.

— Les rétinoides devraient moduler I'activité de PKc.
Le récepteur de la PKc en étant activé va transmettre un signal au noyau pour augmenter la trans-
cription des génes codant pour ODC. Cette PKc peut réguler I'expression génomique par phospho-
rylation de protéines telles que les histones et par conséquent elle peut altérer 1'expression d'onco-
génes tel que C-myc. Si les rétinoides peuvent agir sur la PKc ceci ne serait que bénéfique.

Effets diver

Les rétinoides ont des effets majeurs au niveau extracellulaire et notamment une altération de la
synthese de l'activateur du plasminogéne , de la collagénase et de certaines prostaglandines.

En effet, normalement les cellules primitives endothéliales produisent l'activateur du plasminoge-
ne qui est un marqueur spécifique pour la différenciation des cellules F 9 d'un tératocarcinome
traité par les rétinoides. Cet activateur est diminué en cas de traitement par les rétinoides.

Les rétinoides inhibent la synthese de la collagénase au niveau synovial et de la peau. ( action en
synergie avec celle des sté€roides ). Ce mécanisme fait appel & 1'inhibition de la synthése des
ARNm de la collagénase ou a I'augmentation d'une protéine régulatrice.

En dernier lieu, I'incidence des cancers de la peau peut étre augmentée par certaines prostaglandi-
nes. Les rétinoides vont donc s'attaquer & ces dernieres et les bloquer. (De la méme fagon que les
inhibiteurs de prostaglandines ).
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[1- Mécanisme d'action en chimioprévention du B caroténe

Les chercheurs ont pu démontrer que le B caroténe présente diverses propriétés qui pourraient in-

tervenir dans son effet anticarcinogene.

1 - est une pro vitamine A ; l'utilisation de cette propriété€ du 5 caroténe est
controversée comme nous allons le voir plus loin ; néanmoins il ne faut pas
la négliger sachant que la Vitamine A joue un rdle dans l'intégrité des tissus
épithéliaux.

2 - est un antioxydant ; inactive les radicaux libres

3 - neutralise l'oxygéne singulet

4 - renforce les défenses immunitaires : il stimule la réponse des lymphocytes T
aux agents mitogenes.

5 - neutralise 1'inhibition de l'interféron par des facteurs libérés par des cellules

malignes.

Le §3 caroténe peut donc agir au niveau d'une ou plusieurs des 4 étapes du processus de la cancéro-
génése.

° L'activation d'un cancérogéne chimique indirect

° L'initiation qui provoque des anomalies irréversibles de l'information génétique ( mutations )

° La promotion c'est a dire les modifications de 'expression de l'information génétique.

° La progression c'est & dire la prolifération de cellules a phénotype malin.

a) Antioxydant Burton G.W., 1989, (8);

Le B caroténe semble-t-il va désactiver les especes chimiques réactives telle que 'oxygene singu-
let, les sensibilisateurs a ['état triplet et les radicaux libres que 1'on retrouve dans les phénomenes
de lipoperoxydation et lors des processus de cancérogénese. Krinsky N., 1968, (46).
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Rappel sur les radicaux libres :

Initiation : production de R* (D

Propagation : R*+ Oy ~ —— ROO 2
ROO*+RH —» ROOH +R°* (3a)
ROO*+RH — % ROORH (3b)

Terminaison = ROO* + ROO* ———pProduit inactif (4)

3a ——» Soustraction d'un atome d'hydrogéne

3b ——» Formation d'une double liaison

Cette chaine de réaction peut étre fortement stoppée par addition d'une faible quantité d'antioxy-
dant. Dans les milieux biologiques il s'agit de 'at tocophérol liposoluble .Burton G.W., 1982, (9).

En effet, ces phénols Ar OH sont capables d'une telle réaction vis & vis du radical peroxyl car leur
hydrogéne phénolique se soustrait facilement.Le radical phénoxyl formé est de la forme Ar O ; il

est stable et ne réagit pas vis  vis d'autres substances et vis a vis de 'O, donc il y a arrét de la

chaine de propagation.  Ar OH + ROO* — ArO* + ROOH (5)
Eventuellement ce radical phénoxyl peut &tre détruit par réaction avec une 2éme radical peroxyl :

ROO* + ArO)r —— produit inactif (6)

-Parfois il est réduit et reforme le phénol de départ ceci grace a l'action d'un agent soluble tel que la

vitamine C,

ArO"+ AH(-) —»ArOH + A (-)* (7)
En ce qui concerne le B caroténe, ce dernier n'a pas vraiment les caractéristiques structurales
communes aux antioxydants car le systéme de doubles liaisons conjuguées dans la molécule lui
confére des caractéres pro oxydant et d'attaque par addition des radicaux peroxyl. Packer J.E.,
16981, (76) ; Eunice J., 1992, (26) .

B caroténe + ROO* —— - caroténe* + ROOH (8)

Le carbone central B caroténe* va réagir trés rapidement de fagon réversible avec 1'oxygene afin de
former un nouveau radical B caroteneQOr.

B carotene* + Oy —“’I B caroténe QO*

Il s'agit du phénomene d'autoxidation du B caroténe.
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Il est a noter que cette oxydation est dépendante de la pression en oxygeéne d'oll la possibilité de
réversibilité , Burton N., 1984, (7) et Fig 1. Lorsque la pression en O, diminue ; 1'équilibre de

la réaction est perturbé et cette dernicre tend a aller vers la gauche. Eunice J., 1992, (26).0n
couple trés souvent ce  caroténe & la vitamine E ou @ tocophérol qui agit, elle, avec de fortes
pressions en O,. 1l faut environ une pression de 150 torrs ou moins pour le B caroténe . Burton
GW., 1984, (7).

Par conséquent la réactivité du B caroténe a I'égard du radical peroxyl et la stabilité du carbone
central 3 caroténe: sont 2 points importants :

° Réactivité du B caroténe, ceci signifie que ce dernier a un potentiel pour concur-
rencer d'autres antioxydants méme s' il est en concentration minime.

° Stabilit€ du carbone central B caroténer, ceci signifie qu'a faible pression d'O ce

dernier se forme de fagon prédominante.

En dernier lieu, le radical B caroténe peut s'additionner avec d'autres radicaux afin de former des
produits inactifs.

B caroténe® + ROO* ——p produit inactif

Ce qui est important c'est que cette réaction a lieu de fagon beaucoup plus rapide que la réaction de
terminaison normale ROO* + ROO",

D'apres la figure 2 on note que la présence d'une petite quantité de B carotene lors de l'autoxida-

tion du méthyl linéol retarde ce phénomene d'oxydation spécialement a basse pression d'O5.

Une comparaison s'est faite entre le  caroténe et la z€axanthine qui n'ont pas de groupe oxo et la
canthaxanthine et l'astaxanthine qui eux possédent un groupe supplémentaire oxo. Le résultat est le
suivant : le groupement oxo placé en position 4 ou 4' sur I'anneau B ionone confére une activité an-
tioxydante plus efficace, l'autoxidation de la canthaxanthine et astaxanthine se fait de fagon plus
lente que celle du B caroténe et z€axanthine. Terao J., 1989, (95).

11 est toutefois important de signaler que les concentrations de B caroténe utilisées dans ces expé-

riences sont trés supérieures aux concentrations physiologiques.
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FIGURE 1 : LES EFFETS DU PRESSION PARTTELLE D'OXYGENE SUR
L'ETAT D'OXYDATION DE 5mM DE BETA CAROTENE DANS
LE CHLOROBENZENE , REACTION INITIEE PAR ADDITION
DE 45mM D'AZO BIS ISOBUTYRONTTRILE A 30°C.

BURTON N., 1984, (7)
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b) Neutralise I 2ne si l|102
Le B caroténe joue un rdle important comme protecteur des cellules et organismes en général

contre les effets néfastes de la lumiére, de l'air ou des pigments photosensibles. Le mécanisme
primaire de défense est sa capacité a capturer les molécules sensibles excitées telle que l'oxygene

singulet 102 . Cette découverte fut réalisée en 1968 par Foote C.S. et Al, 1968, (29).

Quatre mécanismes d'action ont été proposés pour démontrer 1'activité du 8 caroténe contre
l'oxygéne singulet :
1 - Permet de filtrer les rayonnements UV lointains
2 - Peut capter 'oxygeéne singulet ou les états triplet des sensibilisateurs
3 - Permet une substitution au niveau des constituants de la cellule pour prolonger
sa durée de vie.
4 - Peut réparer ou stabiliser les membranes.

On ne retiendra que le 2éme mécanisme d'action .Eunice J., 1992, (26).

Lorsque la lumiere affecte le systéme biologique qui posséde un sensibilisateur, ce dernier passe a
1'état excité qui peut alors subir l'interaction d'autres systémes afin d'obtenir 1'état de triplet.

hV
§ —»lg ———3 35

Ce sensibilisateur a 1'état de triplet peut initier 2 types de réaction I et 1T
—— » Typel: Le sensibilisateur a 1'état triplet initie des réactions radicalaires par cap-
ture d'électrons ou d’hydrogenes a partir de molécules qui lui sont trés

proches. on a création d'espéces chimiques réactives.

—— Type I : Le sensibilisateur a I'état triplet va réagir avec 'oxygeéne simple qui est
sous forme triplet afin de former l'oxygéne singulet 102 tres réactif.

3s+30, ——» s+ 1o,
La réaction de capture se réalise par un transfert d'énergie de Oy vers les caroténoides résultant en
la formation d'un caroténoide sous forme triplet
102 + caroténoidle —» 302 + 3 caroténoide
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Par la suite cette énergie est dissipée par des phénomenes de rotation ou vibration entre le caroté-
noide & I'état triplet et le solvant, régénérant ainsi le caroténoide de départ

3 solvant

caroténoide caroténoide + chaleur

De cette fagon les caroténoides peuvent agir d'une maniére catalytique afin de neutraliser cette mo-
lécule 102 nuisible pour l'organisme . Foote C.S., 1970,(30) ; Krinsky N., 1979, (47).

Les limites d'action de ces caroténoides dépendent du nombre de doubles liaisons conjuguées pré-
sentes dans la molécule avec un maximum de protection si ces derni¢res possédent 9 doubles liai-

sons ou plus . Foote C.S., 1970, (31) ; Eunice J., 1992, (26).

La présence de groupes fonctionnels sur ces caroténoides tels que les groupes hydroxyl allyliques
ou non allyliques n'affecte pas cette propriété de capteur.

Il est & noter que le B caroténe n'est pas le meilleur capteur de l'oxygene singulet. En effet, le lyco-

pene va agir plus rapidement : B caroténe : Kq = 1,4.1010 M1s-1

Lycopéne : Kq = 3,1.1010 M-Ls1  DiMascio P., 1989, (21).

¢) Renforce les défenses immunitaires . Harinder S., 1991, (38).

°Il a ét¢ constaté une augmentation de l'expression des facteurs de nécrose des tumeurs par les ma-
crophages infiltrant la tumeur apres le traitement par le B caroténe .

En effet les macrophages des animaux traités par le  caroténe montrent une augmentation de leur
capacité de lyse des cellules cancéreuses épidermoides in vitro.

° Une augmentation des cellules cytotoxiques T a également été notée ( LT Helper ).

°1In vivo, il a été démontré une augmentation significative du pourcentage des cellules tueuses non
induites (natural killer cells) consécutive a une supplémentation en B caroténe(30 mg de B caroténe

par jour pendant 3 & 6 mois ).

Provitamine A
Les activités du  caroténe dans la prévention des cancers sont naturellement liées a celle de 1a vi-
tamine A puisque ce B caroténe agit comme provitamine A.

On retrouvera donc 1'action sur :
- la synth¢se enzymatique
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- les propriétés membranaires

- les facteurs de croissance

- les récepteurs protéiques

- l'expression génomique et postgénomique
- la matrice extracellulaire

- la réponse immunitaire

.On peut également retrouver les actions suivantes :

* antioxydante

* capteur de l'oxygene singulet

* sur les phénomenes de 1'immunité

* neutralisation de l'inhibition de l'interféron.
De plus, il a été rapporté que la Vitamine A n'est pas aussi active que le B caroténe dans la
prévention des cancers du poumon.
Les chercheurs utilisant la canthaxanthine et 'asthaxanthine qui sont des caroténoides n'ayant pas
la fonction provitamineA ont démontré que ces derniéres avaient une action préventive dans les
cancers et qu'elles inhibaient I'induction de tumeur chez I'animal.
Cette canthaxanthine se trouve notamment dans certains champignons comestibles et dans des
algues.
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K- TOXICITE DE LA VITAMINE A ET DU B CAROTENE
B caroténe : Zbinden G., 1960, (105).

Les études de toxicité ont ét€ menées sur diverses espéces animales dont le rat et
le chien qui présente un métabolisme des caroténoides voisin de celui de I'homme.
Toxicité ai
DL 50 rat M 1g/kg
chien Peros 8gkg

Toxicité 3 moyen et long termes

rat 0,1 g/kg/j po. pendant 18 mois

chien 0,2 g/kg/j per os pendant 21 jours.
1,10,100 mg/kg/j per os pendant 13 semaines
100 mg/kg/j per os pendant 6 ans

Un test de croissance a été réalisé chez le rat ( 20 mg / kg / jour pendant 6 mois )
Une étude de la fertilité a été faite chez le rat méle ( 100 mg et 500 mg / kg /j ) pendant
238 jours.

Les conclusions sont les suivantes :
- Aucun signe de toxicité ni d'hypervitaminose A n'a été décélé quelle que soit
I'espéce étudiée, la dose administrée et la durée de l'essai.

- Aucune incidence de 3 caroténe n'a été relevée au point de vue hématologique,

ni sur la croissance, ni sur la fertilité.

- Les examens histologiques ont confirmé que le § caroténe en administration
chronique n'entraine aucune modification pathologique des organes digestifs,
des reins, de l'appareil génito-urinaire, de l'appareil cardiovasculaire, du
sytéme hématopoiétique, du systéme nerveux central et des glandes endocrines.

La tolérance a un traitement par le  caroténe est satisfaisante a 1'exception d'une coloration
cutanée rouge-oranggé.

Il en est de méme avec d'autres caroténoides tel que la canthaxanthine qui entraine une
coloration cutanée brun rouge.

L'association de ces 2 caroténoides pour une prévention des cancers est souhaitable dans la
mesure ou leurs actions conjuguées permet d'obtenir une coloration cutanée plus nuancée qui
se rapproche d'un hile naturel.
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Vitamine A :
La vitamine A est toxique a forte dose :

-lhypervitaminose A entraine :

Fatigue

Irritabilité

Anorexie

Perte de poids

Vomissements

Troubles gastro intestinaux

Légere fievre

Hépatosplénomégalie

Troubles cutanés

Alopécie

Sécheresse de la peau, des levres, des cheveux,
des phaneres

Mal de téte

Hypercalcémie

Anémie

Oedéme sous-cutané et douleur au niveau des os et
articulations

- Chez l'enfant :
- Augmentation de la pression intracranienne
- Troubles visuels
- Oedeéme douloureux au niveau des os longs
- Effets sur le sang :

- Neutropénie
- Anémie normochrome macrocytaire

- Effets sur le foie :

- Fibrose au niveau de l'espace de Disse et obstruction
du flux sanguin sinusoidal, causant une hypertension
non cirrhotique et un dysfonctionnement hépatocellu-
laire.

- Effet au niveau de la pe
- Pigmentation jaune ( différent d'une jaunisse )
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J- THERAPEUTIQUE DES CANCERS. Cornic M., 1992, (17).

La vitamine A et ses dérivés ont une action préventive a 1'égard des cancers mais également
thérapeutique. Ces cancers peuvent toucher la peau ou non ; il s'agit entre autre :
- Carcinomes vasocellulaires
- Carcinomes spinocellulaires
- Mélanome
- Leucémies
- Epitheliomas malpighiens de la t€te et du cou
- Cancers des poumons (carcinomes épidermoides et a petites cellules).
Ex : Leucémies aigiies promyélocytaires

Le rapprochement entre I'aspect histologique des tissus épithéliaux des rats carencés en
vitamine A et celui de certaines métaplasies chez 'homme a fait rechercher un effet de la
vitamine A sur les tissus malins.

La leucémie aigiie promyélocytaire LAM3 représente 15% des leucémies aigiies non
lymphoblastiques chez 'adulte et peut se déclarer 2 n'importe quel dge. La LAM3 se distingue
des autres types de leucémies aigiies myéloides par une prolifération médullaire de
promyélocytes immatures et une morphologie différente mise en évidence sur la moelle et le
sang (des granulations azurophiles dans le cytoplasme ; noyau bi ou polylobé et présence
d'éléments en forme de fagots ou corps d'Auer). Delva L., 1991, (19).

Aux signes cliniques de la leucémie s'ajoutent une coagulation intravasculaire disséminée
(CIVD); une thrombopénie et une neutropénie. De plus une hyperleucocytose y est souvent
associée. Par ailleurs, la LAM3 est caractérisé cytogénétiquement, Golomb H.M.,1976, (35),
par une translocation réciproque et spécifique (15;17) (q 22; q 21 ) entrainant la cassure du
chromosome 17 au niveau du géne du récepteur X de l'acide rétinoique(17;q21) et la formation
d'un géne hybride avec une partie du géne PML ( promyelocytic myeloid leukemia) localisé
sur le chromosome 15. Thé H., 1990, (96) ; Chang K.S., 1992, (10).

La cassure au niveau du chromosome 15 juxtapose le géne RAR X au géne PML.

Seule la leucémie aigiie promyélocytaire est sensible a I'action de 1'acide rétinoique tout trans.
D'apres les recherches 95% des rémissions sont observées lorsque les maladies sont traitées
en leére intention.

Pour cette leucémie & mauvais pronostic, le traitement par l'acide rétinoique trans permet
I'obtention d'une rémission sans entrainer la phase d'aplasie toujours observée apres chimiothé
rapie.

De ce fait le temps d'hospitalisation est raccourci sans le support de la récupération hémato

logique et des antibiotiques.
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Les effets secondaires sont mineurs :
- peau seche
- élévation transitoire des triglycérides
- Elévation transitoire des transaminases

Cependant on retrouve parfois une hyperleucocytose dans les 3 premi¢res semaines du traite

ment qui nécessite alors le recours a la chimiothérapie ou a la corticothérapie.

La translocation t ( 15, 17 ) associée & la LAM3 induit un cldne leucémogene qui prolifere
et qui ne peut plus se différencier. Cette translocation conduit a la syntheése de protéines de
fusion isoforme PML/RAR x ; la séquence aminoterminale du RAR x est remplacée par la
quasi totalité de la protéine PML.

Les protéines PML/RAR x agiraient comme facteur de transcription inductible par I'acide
rétinoique; ce sont des protéines oncogéniques inhibant l'expression des génes sensibles a
l'action de l'acide rétinoique et bloquant la différenciation des cellules myéloides.

Lors du traitement par 1'acide rétinoique la concentration élevée d'acide rétinoique intra
nucléaire pourrait compenser la déficience du récepteur RAR x, on agirait par action
négative sur l'activité oncogénique de PML/RAR x favorisant la différenciation et inhibant
la prolifération du clone leucémogene de promyélocytes anormaux.
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IV - PARTIE EXPERIMENTALE

A - Expérimentation 1: Essais de tolérance et d'absorption du B caroténe

Avant de commencer un long travail de recherche sur I'activité du B caroténe au niveau des
tumeurs, il nous fallait obtenir des données précises concernant la dose d'antioxydant 2 utiliser

lors des manipulations. Toute la bibliographie rassemblée n'indiquait pas d'essais avec le B caroté-
ne administré par voie parentérale. Par conséquent, il semblait préférable d'essayer au préalable

d'administrer la molécule sur les souris swiss albinos et de trouver le systeme solvant adéquat.

Protocole :

- caroténoides : B caroténe cristallisé type III, extrait de carottes ( SIGMA référence C9875)
-Espéce et souche animale : Souris SWISS ALBINOS ; femelles agées de 4 mois
- témoins : 6
- traitées B caroténe : 6
-Traitement : B caroténe administré par voie intrapéritonéale
dose : 30 mg/kg du poids corporel de souris
rythme d'injection : tous les jours pendant 8 jours

Systéme solvant : Ethanol 1 partie
Emulphor 1 partie
Eau distillée 18 parties

Dosages : Les taux sanguins de B caroténe sont déterminés sur prises d'essai de 100 pl .

La solution de B caroténe est administrée & raison de 0,10 ml pour 10 g de poids corporel de
souris. Les souris témoins re¢oivent le systtme solvant seul selon le méme rythme d'injection que
le groupe qui regoit le B caroténe.

Les animaux sont suivis au jour le jour durant l'essai de tolérance ; leur état général est observé et
leur courbe pondérale est établie.

Résultats : Tableau et courbe pondérale.
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Expérimentation N° 1

Poids de la souris

diﬂ‘érencekaux caroténoides sanguins en

en gramme pmol/litre
ler jour 8 &éme jour
Témoins
T RO 35 33 2 - 0,857
5|
T B1 34 32 2 - 0,159 %
T B2 33 34,5 +1,5 -0,110 é N
T B3 35 35 0 -0,252 %_. )
Tp4 33 32 -1 - 0,195 g )
TB5 32 32 0 - 0,628 o
moyenne 33,66 33,08 - 0,56
écart type 1,21 1,35 J—f
traitées - - -
B6 30 28 -2 0,156
B7 32 35 3 1,744
38 30,5 28 -1,5 1,778
B9 32 32 0 1,264
p10 29,5 29 -0,5 2,258
p11 32 28,5 -3,5 X
moyenne 31 30,08 -0,75 1,512 umol/litre
écart type 1,14 2,83
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poids des souris en gramme

34
(o}
. v\//ﬂ\’fu
32 - :
1
31
30 -
-—u—&-—_.
29 A e
28 -
27
26 -
1
25 - Y v ¥ v T v ¥ a 1
4] 2 4 6 8 10
nombre de Jours
courbe pondérale des souris SWISS ALBINOS
perte de poids relative :
souris témoins : 100 x 33.66-3308= 1,72 %
33,66
somis traitées : 100 x 31.00-30.08 =296 %
31,00
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Interprétation

Essai d'absorption
Une absorption du B caroténe par voie intrapéritonéale a été tentée chez la souris SWISS
ALBINOS
Les dosages du B caroteéne ont été réalisés apres 8 jours consécutifs d'administration par voie
parentérale 4 la dose de 30 mg/ kg.

—— On retrouve des traces de caroténoides chez les souris traitées par le B caroténe.
Toutefois, il est & noter que les teneurs en § carotene a 1'état physiologique chez les souris t€émoins
sont négatives car la méthode existante semble insensible a des taux si faibles.

On constate néammoins des taux variant de 0,156 & 2,258 pumol /litre chez les souris traitées
traduisant 1'absorption du B caroténe aprés administration intrapéritonéale (grandes variations
individuelles dans 1'absorption du B carotene).
Ces taux sont faibles car le B caroténe a un métabolisme trés rapide et se dégrade vite en acide
rétinoique et en rétinol.
Notons toutefois une variabilité des taux individuels déja notée aprés administration chez
I'homme et liée & des facteurs divers dont le taux de lipoproteines sériques.
Une accumulation du B caroténe ne peut apparaitre qu'aprés 1 mois, voire 2 mois d'administration
quotidienne en supplémentation alimentaire ou par voie parentérale.

Le systeme solvant bien toléré est donc adopté pour les expérimentations 2, 3,4 et 5.

Essai de tolérance

Afin d'étudier la tolérance a cette dose et a cette voie d'administration du B carotene; plusieurs
examens ont été pratiqués . D'une part une observation directe de 1'état général des souris :
existence d'une asthénie, de troubles gastrointestinaux, poils hérissés. D'autre part une étude
comparative du comportement avant et apres injection : excitation ou sédation traduisant un effet
au niveau systéme nerveux central, effet sur la curiosité et la motilité. Sont également étudiés
I'existence de contractions abdominales traduisant une douleur liée & I'administration, la couleur de
la peau et son aspect.Une mesure de leur poids est effectuée chaque jour de I'expérimentation.
Une courbe pondérale est réalisée portant sur les 8 jours d'administration a la fois pour les souris
traitées et les souris témoins, On peut constater une diminution nette du poids vers le 4éme jour
dans les 2 lots et dans les mémes proportions; le systéme solvant pourrait donc €tre incriminé.
Le B caroténe ne semblerait pas accentuer cette diminution.
Toutefois, les souris reprennent du poids au 5¢me jour puis se stabilisent. De plus, leur comporte-
ment (alimentaire et psychique) n'est pas modifié pendant la semaine d'injection, leur état général
n'est aucunement altéré.
La peau prend une couleur légerement orangée et devient plus douce pour les souris du lot traité au
B} carotene.
Les tests des moyennes sur des séries appariées au ler et 8 éme jour sont significatifs au risque
d'erreur 5 % : les poids des souris ne sont pas ou trés peu modifiés au cours de 1'injection que ce
soit pour les souris témoins ou les souris traitées
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B - Expérimentations 2,3 etd :

Protocole :
* Rétinoides : acide all trans rétinoique (Aldrich))
* Caroténoides : B caroténe cristallisé type extrait de carottes (SIGMA référence C9875)
* Espéce et souche animale.

Les souris athymiques sont caractérisées par une aplasie thymique entrainant une aplasie des zones
thymodépendantes des organes lymphoides secondaires. Cette absence de lymphocytes T entraine une
absence de réponse immunologique & médiation cellulaire. Les souris nude acceptent donc les xénogreffes
des tumeurs malignes d'origine humaine et animale.
Elles sont fréquemment utilisées pour 1'étude en phase préclinique de nouvelles molécules a potentialité
antitumorale. (80), (81) , (82).
Des souris femelles homozygotes de souche SWISS/ nu provenant du centre d'élevage des Oncins IFFA
CREDO ont été utilisées. Elles ont ét€ maintenues dans une piéce stérile, climatisée 2 26°C + 2+, avec un
cycle d'éclairage de 14 h par jour. Cages, litire et biberons sont stérilisés.

Les souris sont dgées de 6 2 8 semaines au moment de la greffe. Elles regoivent :

- Acide rétinoique a 3 mg/kg = témoins : 7 expérimentation 2 (essai de tolérance)
traités : 7 '

- Acide rétinoique a 3 mg/kg = témoins : 8 expérimentation 3
traitées : 9

6 mg/kg = traitées: 10
9mg/kg = traitées: 6

- § caroténe 2 30 mg/kg = témoins : 11 expérimentation 3
traitées : 9

- 3 caroténe a 30 mg/kg = témoins : 20 expérimentation 4
traitées : 7

* Tumeur : la tumeur pulmonaire greffée chez les souris athymiques est un carcinome a petites cellules.
Le tissu tumoral a été obtenu lors de l'exérése d'un ganglion envahi. Placé dans un milieu stérile(RPMI 1640
Eurobio ) additionné d'antibiotiques, le tissu tumoral a été coupé en petits fragments. La greffe a lieu dans un
intervalle de temps qui n'excéde pas 12 2 heures apres I'exérése, par introduction dans des conditions strictes
de stérilité€ de 2 fragments, par voie sous-cutanée sous le panicule adipeux de l'espace interscapulaire

5 p ifs du mod?] i |

Pour les transferts de routine de la tumeur, de souris a souris ; la tumeur est prélevée apres sacrifice

des souris porteuses. Avant d'étre regreffé, le tissu tumoral humain est soigneusement trié et débarrassé de
sa capsule conjonctive d'origine murine.

L'expérimentation 2 est effectuée sur le 23 M€ passage.

L'expérimentation 3 est effectuée sur le 24 M€ pagsage.

L'expérimentation 4 est effectuée sur le 36 $M€ passage
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* traitement et systéme solvant
- Acide rétinoique : solution hydroalcoolique (1 volume d'éthanol; 19 volumes eau)

I1 est administré & une dose de 3 mg/ kg pour les essais de tolérance, de J 14 a4 J 22 soit

5 injections (expérimentation 2)

11 est administré 2 trois doses: 3, 6, 9 mg / kg; par voie intrapéritonéale ;1 jour sur 2 ; de J 8
4 J 20 soit 7 injections (expérimentation 3)

- B carotene : systtme solvant idem précédemment .

Il est administré a la dose de 30 mg / kg ;par voie intrapéritonéale ; 1 jour sur 2 ; de J 8

a J 20 apres la greffe soit 7 injections (expérimentation 3) etde J 7 2 J 21 soit 8 injections

(expérimentation 4 ).

* Evaluation de 1'effet thérapeutique .

Le traitement par B caroténe est démarré 8 jours aprés la greffe(expérimentation 3) et 7 jours
apres la greffe (expérimentation 4), a cette date la croissance a débuté, les greffons sont
vascularisés. Les tumeurs sont mesurées individuellement 2 intervalles réguliers en 3 dimensions
perpendiculaires. Le volume tumoral est calculé par la formule ci aprés qui donne le volume de
I'ellipse. Riondel J., 1986, (80) ; 1992, (81) ; 1988, (82) .

V=_xr x longueur x largeur x hauteur
6

Les souris témoins maintenues dans les mémes conditions que les souris traitées regoivent le
systéme solvant au méme rythme d'injection que les souris traitées. '
Les résultats sont donnés sous forme de moyenne + ou - SEM (écart standard a la moyenne)
La période d'observation de la croissance tumorale est de 20a 21 jours. A la fin de cette période,
les souris sont sacrifiées, les tumeurs prélevées et pesées.
Outre I'étude comparative des courbes de croissance témoins et traités, on étudie si les différences
des poids en fin d'essai sont statistiquement significatives, puis par la suite, on évalue les modifi-
cations du statut antioxydant ( dosage de la SOD ; GPX ; et MDA ).

Les dosages |
* Décapitation des souris; le sang ainsi récupéré (environ 1 ml) sur anticoagulant (héparinate

de sodium) est homogenéisé puis centrifugé & 3500 tours /minute, ceci pendant 10 minutes.
Apres séparation des deux'phases, le plasma est récupéré dans des tubes a oligoéléments afin de

réaliser des dosages de malondialdéhyde (MDA); de rétinol; d'acide rétinoique et de 8 caroténe.
Le culot quand 2 lui est trés rapidement conservé dans un congélateur a -80 C afin de permettre
ultérieurement des dosages des activités enzymatiques de superoxyde dismutase (SOD) et de
glutathion peroxydase (GPx).

D'autre part lors du sacrifice de 1' animal, certains organes ont été prélevés tel que le foie; la rate;
les surrénales ainsi que de la peau et des fragments tumoraux; tous ont été trés rapidemment
conservés dans l'azote liquide(-170 *C).

Le méme probleme que celui de Melle Anne Sophie Gauchez, 1993, (33) se présentait a nous du
fait du faible volume de sang disponible: fallait-il pooler ou réaliser des dosages sur chaque

prélévement ?
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Le raisonnement fiit le méme; il valait mieux éviter les variations individuelles et le nombre excessif

de souris nudes d'un cdut élevé; nous avons donc choisi de suivre le plan d'expérience de Melle Gauchez
c'est a dire le dosage souris par souris. (exception pour le dosage de 1'acide rétinoique ot nous avons

dii pooler)

_________ >D malondialdéh :

Deux techniques sont couramment utilisées; 1'une se référant a une technique par fluorimétrie;
l'autre par chromatographie liquide haute performance ( HPLC).

- dosage fluorimétrique : Richard M.J. et Al , 1992 ,(77)
1- Principe:

Lors de I'hydrolyse des lipoperoxydes se forme le MDA qui est donc un marqueur de la peroxydation
lipidique. Ce MDA va alors réagir avec l'acide thiobarbiturique (TBA) afin de donner des adduits

TBA-MDA. La mesure est faite par fluorimétrie aux longueur d'ondes A =532 nm
=553 nm

excitation

apres extraction par le n-butanol. A émission

2 - Prélevements:

- anticoagulant : Héparine ou EDTA

- centrifugation 3000 tours / 10 minutes

- congeler le plasma 2 -20°C le plus rapidemment possible apres le prélévement.
3 - Réactifs:

A- Solution d'acide thiobarbiturique dilué; pH 7,4

B- Solution d'acide perchlorique & 7 %

C- Solution de travail TBA- ACIDE (mélange de 2 volumes de la solution A avec 1 volume de
la solution B)

4 - Etalonnage:

La courbe de calibration (1 a 8 umol MDA/ litre) est obtenue a partir d'une solution mere de 1.1.3.3
tétraéthoxypropane (TEP) 20 mM.

a- solution mere & 20 umol /ml de TEP

b- solution fille & 10 nmol /ml : diluer extemporanément la solution mere dans I'eau en effectuant
2 dilutions successives : 1/100 puis 1/20 €me

c- gamme d'étalonnage
MDA 1 2 3 4 5 6 8
nmol /ml

ul MDA 10 pmol/l 100 200 300 400 500 600 800

ul d'eau 900 800 700 600 500 400 200
5- Mode opératoire

A 100 pl de plasma sont ajoutés 750 ul d'un mélange TBA - acide perchlorique (réactif C). Le mélange
est porté au bain marie - 95-C pendant 60 minutes puis refroidi dans un bain glacé.
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Une extraction du composé fluorescent est réalisée par agitation pendant 2 minutes avec 2ml de n butanol.
Apres centrifugation, la fluorescence de la phase n butanolique est lue a 1'aide d'un fluorimetre AMINCO-
BOWMAN. Pour chaque plasma, le blanc est réalisé en ne portant pas le mélange réactionnel au bain marie.

- dosage par HPLC : Richard M .J. , 1992, (78)

1~ Principe:

Le principe de base reste le méme que précédemment 2 la différence que le TBA peut quelquefois
réagir avec l'acide de composés plasmatiques exo ou endogenes ; la séparation HPLC va pouvoir
supprimer ces interférences et fournir des résultats plus précis ( individualisation sélective du MDA
des autres aldéhydes ).

2- Réactifs:

A- Solution d'acide thiobarbiturique (TBA) (MERCK Réf. 8180), soit 800 mg dans quelques
gouttes de soude concentrée ; rajouter 80 ml d'eau distillée; ajuster 2 pH 7,4 avec HC1O4 7 %

QSP 100 ml . Conservation & 4°C pendant 5 jours maximum.

B- Solution d'acide perchlorique & 7%. 1l s'agit d'une dilution au 1/10 €Me de I'acide perchlorique
4 70 % MERCK suprapur

C- Tampon phosphate, soit 6,80 g pour 1 litre d'eau distillée ; ajuster 2 pH 6 avec de la soude.
QSP 1litre. Bien penser a fitrer le tampon avant utilisation. Conservation a 4-C.

D- Tampon de neutralisation soit 200 mmol/ 1 de phosphate disodique NaHPOy, 12 HyO
c'est a dire 14,32 g dans 200 ml d'eau distillée ; ajuster & pH 11,5 avec KOH.

E- Phase mobile : Elle est constituée par le mélange tampon phosphate et méthanol 58: 42 v/v.

3- Matériel:
- colonne ( 250 x4,6 mm ); ultrasphére ODS 5 pm.

- précolonne sphéri. 10 RP-18 ; 10um (30 x 4,6 mm).

Le débit est de 1 ml/ min ; la détection est 532 nm et la phase mobile est composée de 58 %
de tampon phosphate dégazé & concentration de 50 mM et de 42 % de méthanol

4- Etalonnage

La gamme d'étalonnage est obtenue a partir d'une solution mére de 1.1.3.3 tétraethoxypropane (TEP)
La solution mere de ce TEP est aliquotée au congélateur a 20 mmol/litre. On réalise une solution

fille au 1/100°™M€ de 1a solution mére (fille 1) = 200 wmol /litre ; A partir de cette solution fille 1
on réalise de nouveau une dilution au 1/20 (fille 2 ) a 10 umol/litre .

point 8 = 800 ul de sol fille 2 + 200 ul eau
point 4 = 500 pl du point 8 + 500 pl eau
point 2 = 500 pl du point 4 + 500 pl eau
point 1 =500 pl du point 2 + 500 pl eau

=79 -



point 0,25 =500 pl du point 0,5 + 500 pl ean
point 0 = 1000 ul eau

5- Mode opératoire:

A 100 pl de plasma sont ajoutés 750 ul d'un mélange TBA-acide perchlorique dans le rapport 2 volumes
1 volume. Le mélange est porté au bain marie 95°C pendant 60 minutes puis refroidi dans un bain glacé.
Les tubes sont ensuite centrifugés 4 par 4 pendant 10 minutes & 3000 tours (ne pas les centrifuger tous a

la fois car en dehors du froid le complexe MDA-TBA se modifie). Puis 100 ul de surnageant sont neutralisés

par 150 11 du tampon de neutralisation afin d'obtenir un pH neutre (6 & 7). Agitation ;centrifugation et

récupération de 150 (I du surnageant dans les tubes du passeur d'échantillon HPLC ( injection de 50 pl
par injecteur automatique).

--------- > Dosage du B caroténe : Arnaud J. , 1991, (1)

Ce dosage peut étre effectué par HPLC en tenant compte de la méthode de 1'étalon interne ( acétate

d'a tocophérol ) et a 1'aide de solutions d'étalons de B caroténe. De méme, il peut étre réalisé par
simple fluorimétrie comme je 1'ai décrit dans la partie "Vitamine A , B caroténe et dérivés."

- dosage par HPLC
1- Matériel :

- Colonne : ultrashére ODS (5 um) ; 250 x 4,6 mm Beckman , commercialisée par TOUZARD
et MATIGNON réf. 01625606.

- Précolonne sphéri 10RP18 (10um) ; 30 x 4,6 mm TOUZARD et MATIGNON.
2- Réactifs:
A- phase mobile

Dichlorométhane (PROLABO réf; 23351292) + méthanol ( PROLABO réf, 20834291 )
+ acétonitrile (PROLABO réf; 20059292) dans un rapport de 20/10/70 . Il ne faut utiliser
que des solvants spéciaux pour HPLC. La préparation doit se faire tous les jours.

11 faut dégazer cette phase aux ultrasons avant l'utilisation durant 40 minutes.

B- Solutions étalons

--------- > Vitamine A réf. SIGMA R2750 :solution mere a 7 mmol /1 ; solution fille a 15 pumol LL

--------- > B caroténe SIGMA référence CO126 : solution mere & 1mg/ml (2 mmol /litre ) soit 5 mg
dans du chloroforme HPLC, PROLABO réf. 22716296 QSP 5 ml.
Aliquoter cette solution en fraction de 100 pl. Conserver ces fractions a l'abri de la lumiere
au congélateur - 80-C.

La solution fille est a environ 5 umol /litre c'est & dire qu'il faut reprendre une fraction de
la solution mere par 39,9 ml d'éthanol absolu.

Aliquoter cette solution fille en fractions de 1 ml. Conserver ces fractions a - 20-C a I'abri
de la lumigre .

Mesurer 1'absorbance tous les matins du dosage a 452 nm. Le coefficient d'extinction est
de 137434 et le poids moléculaire est de 536,85. Il faut déterminer la concentration a I'aide

du coefficient d'extinction molaire : ABS lue 4 452 nm /0,137. Cette concentration doit
étre comprise entre 4 et 6 umol / litre.
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C- Solution étalon interne

----------- > Acétate d'a tocophérol U5 BIOCHEMICAL CORPORATION réf. 4338 : 4 15 mmol /litre
soit 177 mg dans de I'éthanol. QSP 25 ml.

Cette solution se conserve 6 mois a 1'abri de la lumiére et au congélateur a - 20°C.

La solution

1 fille est & 2500 umol / litre ; elle est réalisée a partir de 3 ml de la solution

meére 4 15 mmol / litre dans une fiole jaugée de 20 ml. Ajuster le volume a l'aide de
I'éthanol.

Aliquoter la solution fille dans des tubes de 5 ml en verre. Conserver & -20-C a 'abri
de la lumiére. Vérifier avant chaque dosage sa concentration en mesurant I'absorbance
a 285 nm. Le coefficient d'extinction est de 2061, le poids moléculaire est de 472,7.
Utiliser la concentration calculée pour le dosage en HPLC : 1000 x ABS = x pmol /L.
Diluer pour un passage sur UVIKON et le dosage. 2,061

5- Mode opératoire:

En ce qui concerne les solutions d'étalons de travail, il faut mélanger & volume égal chacune des
solutions filles (vitamine A et B caroténe)

Pour les dosages on utilise des tubes en verre de 10ml entourés de papier aluminium, on introduit
en ul:

Blanc Gamme Dosage
Sérum - - 500
Eau 500 500 -
Ethanol 500 - 500
Etalon - 500 -
Etalon interne 100 100 100
Bien agiter
Hexane 1ml 1 ml 1 ml

Agiter pendant 2 minutes, centrifuger les tubes pendant 5 minutes & 2000 tours / minute et prélever
0,5 ml de la phase hexanique dans un flacon passeur d'échantillon HPLC.

Apres évaporation sous courant d'azote dans les flacons, reprendre le résidu sec par 150 ul de phase
mobile et les plager dans 1'ordre : 1- phase

2- point élevé de la gamme

3- 2&me point

4- blanc contenant uniquement I'étalon interne

5- dosages
---------- > Dosage de 1'activité de 1a SOD globulaire :MarklundS. et Marklund G., 1974 , ( 61 ).

1- Principe
Réalisation & partir de la technique au pyrogallol : 1'auto-oxydation du pyrogallol en présence d'EDTA est in-
hibée par la SOD ; de pH7,9apH 9,1 .
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La réaction est inhibée jusqu'a 90 % par la SOD ce qui indique une totale dépendance de I'anion Oy -
dans cette auto-oxydation

Le principe du dosage est basé sur une compétition entre la réaction d'oxydation du pyrogallol par
les radicaux O et la dismutation de ces radicaux par la SOD.

Une unité enzymatique est définie comme la quantité d'enzyme contenue dans 1 ml de mélange
réactionnel capable d'inhiber 50 % de I'oxydation du pyrogallol dans les conditions du dosage.

Aucune relation ne peut étre établie entre les umol d'Oy* et la quantité d'enzyme présente dans la
prise d'essai. Aussi serait-il préférable de travailler en unité arbitraire plutdt qu'en masse d'enzyme.

Cette méthode simple et relativement rapide n'est pas applicable sur les tissus et globules rouges sans
précipitation préalable de I'némoglobine.

2- Réactifs
A- Tampon Tris-acide cacodylique 50 mM + 1 mM DTPA a pH 8,2

B- Pyrogallol 10 mM de conservation 1 mois & 4°C soit 0,252 g dans 200 ml de HC1 4 0,01N
C- SOD bovine SIGMA étalon
3-_Mode opératoire
---------- > Recherche du volume de pyrogallol donnant une variation de DO max de 0,02 Abs / mn.
Dans une cuve plastique mettre 1,95 ml de tampon
Homogénéiser
Ajouter les X ul de pyrogallol correspondant & une variation de DO de 0,02 Abs / mn
Homogénéiser et lancer le programme de lecture 45 secondes apres 1'addition du pyrogallol
Lire la variation d'absorbance sur une minute

Cette Abs max corespond & 0 % d'inhibition (X doit varier entre 40 a 50 pl)

----------- > Gamme de SOD bovine

Dans un tube en verre mettre dans 1'ordre : 1 ml de la solution de SOD diluée + 0,4 ml d'éthanol
froid + 0,4 ml de chloroforme froid

Agiter au vortex

Centrifuger 20 mn a 4000 tours / minute & 0-C

A la fin de la centrifugation, décanter la phase éthanolique : solution S

Conserver cette solution dans la glace

Au moment du dosage, préparer les dilutions suivantes: 1/2 ; 1/4 ; 1/8 ; 1/20 dans le tampon
----------- > Erythrocytes

Préparer un lysat de globules rouges : 0,2 ml de globules rouges laqués par congélation-
décongélation et 1,8 ml d'eau déminéralisée glacée.

Mélanger, puis centrifuger.
Travailler sur le méme lysat pour la détermination de la SOD et de I'hémoglobine
Précipiter 'hémoglobine : 1 ml de lysat + 0,4 ml d'éthanol froid + 0,4 ml de chloroforme froid

Agiter au vortex
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Centrifuger 20 mn a 4000 tours / minute a 0-C.

A la fin de la centrifugation, décanter la phase éthanolique : solution P.

Conserver cette solution dans la glace.

Au moment du dosage, préparer les dilutions suivantes : 3/4 ; 1/2 ; 1/4 dans le tampon,
--------- > Dosage

Dans une cuve plastique mettre : 1,9 ml de tampon + 50 pl de prise d'essai.

Ajouter les X ul de pyrogallol correspondant 4 une variation de DO de 0,02 Abs / mn.

Homogénéiser et lancer le programme de lecture apres 1'addition du pyrogallol.
Lire la variation d'absorbance sur une minute soit : Abs 1 = Abs lue.

Calculs : Le % d'inhibition est : Abs max - Abs 1
Abs max

La gamme est linéaire jusqu'a 65-75 % d'inhibition
11 est impératif de faire un minimum de 5 points de dosage.

Ensuite on trace la droite d'inhibition de l'auto-oxydation du pyrogallol en fonction des quantités de
SOD présentes dans la prise d'essai dans des conditions définies ici.

Définir 'activité arbitraire de 1'enzyme utilisée soit 1000 / X U / ug d'enzyme avec X la quantité en
ng de SOD dans 50 ul de prise d'essai capable d'inhiber 50 % de la réaction d'auto-oxydation du
pyrogallol.

L'activité arbitraire de 1la SOD utilisée correspond a la quantité de SOD présente dans 1 ml , capable
d'inhiber 50 % de I'auto-oxydation du pyrogallol dans des conditions du dosage.

Pour les globules rouges : suivre la méme procédure que celle décrite pour les points de gamme.
Définir le % d'inhibition pour chacune de ces dilutions . Par la lecture sur la courbe de SOD standard
définir la quantité X de SOD présente dans la prise d'essai. Les résultats sont exprimés en U de SOD/g
d'hémoglobine.

: Giinzler , 1974, (37)
1- principe

Le principe du dosage repose sur le couplage de réactions enzymatiques faisant intervenir la glutathion
peroxydase (GPx) et la glutathion réductase (GSSG-R).

GPx

2GSH + tBOOH — GSSG + tBOH + H
GPx

GSSG + NADPH + Ht ——» 2 GSH + NADP*

Nous mesurons la quantité de glutathion oxydé (GSSG) par le terbutylhydroperoxyde en suivant la
décroissance d'absorption du NADPH?2 & 340 nm. Les résultats sont exprimés en mmoles de
NADPH2par minute par gramme d'hémoglobine pour la GPx érythrocytaire , en unité / litre pour la
GPx plasmatique.
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2- Réactifs :

A- Tampon Tris 50 mM ( 6,05) a pH 7,6; EDTA Nay 1 mM ( 0,336 g/1 ); NaN» 4 mM (1,29 g/l
de la solution a 20%); la manipulation se réalise sous la hotte.

B- Solution de DRABKIN doublement concentrée: KCN 0,0016 M (0,104 g/); N aHCO3 0,0238 M
(2g/); K3 Fe (CN) 60,0012M (0,4g/1)

C- Glutathion réductase 250U/ml (diluer extemporanément la solution mére dans le tampon Tris)

D- Glutathion réduit 0,15M /1 (0,046 g/ml dans le tampon Tris)

E- Terbutylhydroperoxyde 30 mM (200 pl dela solution mere dans 50 ml)
3- Mode opératoire :

............ > Erythrocytes

* Lysat globulaire: Les globules rouges, congelés, décongelés, sont dilués au 1/10 €Me dans l'eau
désionisée au moment du dosage puis au 1/2 dans la solution de DRABKIN.

* Procédure: A 25 pl de prise d'essai (hémolysat) rajouter 900 pl de tampon Tris puis dans 'ordre
indiqué 20 pl de glutathion + 20 pl de glutathion réductase + 20 ul de NADPH

Faire un blanc d'eau afin de déterminer 1'oxydation non enzymatique du glutathion.
Attendre que 1'équilibre du mélange réactionnel soit atteint (1 mn environ).
Ajouter 20 pul de tBOOH et suivre la décroissance de DO du NADPH), a 340 nm dans

un spectrophotometre thermostaté a 25 *C.

------------ > GPx plasmatique
Méme mode opératoire

Le volume de la prise d'essai est de 50 pl

* Les dosages tissulaires
A- Etude des divers organes: fragments de peau et tumeurs.

------ > Méthode de non saponification pour la détermination des caroténoides , rétinoides et de

l'a. tocophérol dans des fragments d'organes.yei-Mei et Al , 1993 , (103 )

1- Principe

Certains organes ne peuvent étre broyés de fagon classique & 1'aide du potter; ils vont, par conséquent
nécessiter un traitement préalable. Ce traitement au départ reposait sur une saponification en milieu
KOH alcoolique mais cette saponification causait souvent une destruction de certains micronutriments.

Par conséquent il a ét€ mis au point une nouvelle technique permettant d'éviter cette étape de
saponification et il a été réalisé un broyat en utilisant auparavant une procédure de non-saponification
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a I'aide d'une collagénase pour faciliter 'homogénéisation et une protéase, a la fois pour précipiter
les protéines et pour augmenter les quantités extractibles des micronutriments. L'extraction des
caroténoides se fait par I'hexane.

2- Réactifs ;

A-Solutions étalons :
B3 caroténe (type IV), rétinol, rétinyl palmitate. SIGMA
o tocophérol, ¥ tocophérol. EASTMAN KODAK
Lutéine, zéaxanthine, et lycopéne. AMOCO

B- Enzymes: collagénase (type IV), et protéase (type XXV). SIGMA
------- > collagénase de clostridium histolyticum a 460 units / mg de digestion de collagéne
------- > protéase (ou pronase) de streptomyces griseus a 5 units /mg de digestion de caséine

Les solutions de collagénase et protéase sont préparées par addition de 10 ml de PBS froid a4 500 mg
de poudre de collagénase et a 200 mg de protéase. Ces solutions sont agitées au vortex jusqu'a

dissolution et sont stockées a - 20°C.
C- Solvants :

* Solution de KOH-Méthanol-BHT préparée en ajoutant 100 ml de méthanol, 5g de KOH
et du BHT a 0,1% (poids /volume)

3- Mode opératoire:

Les tissus congelés sont mis & température ambiante. Pour I'homogénéisation, 100 a 200 mg de tissu sont
mis dans des tubes de 17 x100 nm en polypropyléne. A 100 mg de tissu est ajouté 1 2 2 mg de BHT,

560 ul de PBS et 70 pl de collagénase. Les échantillons sont incubés & 37°C pendant 1 heure.

Apres incubation, les échantillons sont homogénéisés sur la glace avec un homogénéiseur polytron pour

tissus. A cet homogénat, on ajoute 70 ul de protéase puis on agite. Les échantillons sont incubés a 37°C
pendant 30 minutes.

Pour l'extraction, on préléve 250 pl de la solution digérée auquelle on ajoute 250 pl de solution KOH-

Meéthanol-BHT. L'échantillon est extrait 2 fois avec 500 ul d'hexane contenant 0,1% de BHT.
Centrifugation. Conservation des extractions a -20-C.

-------- > La méthode classique

il s'agit d'une méthode au potter (pleine vitesse pendant 2 fois 45 secondes) dans un tampon tris 50 mM;
EDTA 0,2 mM a pH 7,8; en présence d'un antioxydant le butylhydroxytoluéne (BHT) a 0,2 % dans
'ethanol absolu . Le rapport tumeur / tampon est de 1/10 (P/V).

Une fois I'homogénat réalisé, il est centrifugé & 3500 tours / min pendant 10 minutes. Sur le surnageant,
on préléve un aliquot pour le dosage des protéines d'apres la méthode de Lowry et deux autres aliquots

pour le dosage par chromatographie liquide haute performance du MDA et du 3 caroténe.

Les résultats seront exprimés en imol / g de protéines.

B-_dosage du malondialdéhyde dans les tissus par HPLC .
idem MDA sanguin

C- Dosage du [ caroténe dans les tissus :

idem au niveau sanguin
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I jonr /2 pendant 9 jours soit 5 injections

238 Lagsape tumoral

(.‘odc Polds de In sourls Taitle de In tumeur Poids de In tumenr
T'émuoins on promme cn mm e gramme
19 AR 10 30,6 34,5-20- 17,5 7.06
16 AR 11 30 22-14 - 6.6
0 AR 12 29,1 30-23- 17,5 6,95
n AR 11 274 MS5-23-165 0,95
41 AR 11 274 23-20- 16 4,32
6o AR 15 26 20-17-11,5 2,12
a1l - AR 16 26 23-30- 13 428
| AR 17 24.2 19-16-12 202
Moyenne 275 4,61 5,04
SEM 0.7 0,65 0,7
Tratlees
rél’i'_:;s:-ﬁlw
60) AR | 26,6 22-155-11.5 2,68
n AR 2 274 24-18-11 3,35 |
5 AR 3 25,6 16-14-12 137
/5 AR 4 26 235-15-13 403
B ARS 28.2 21,5-23- 14 4
95 AR 6 26 135-10-17 1,05
’0 ART 27 20-18-13 34
“—8_-— AR R 28.7 32-24-16 832
9 AR 9 274 25-16-95 4,11
| Moyenne 26,9 2,5 359
SEM 0.3 0.5 0.7

Tumeur du poumon

Témoins

traitées Acide rétinoique

Moyenne du volume
tumoral au début du traitement

(em3d )+ SEM

0,532 +/- 0,08

0,327 +/- 0,05

Moyenne du volume
tumoral au moment du
sacrifice (cm3 ) + SEM

4,611 +/- 0,65

2,593 +/-0,5

Moyenne du poids des tumeurs
au moment du sacrifice
( gramme) + SEM

503 +-0.7

3,59 +/-0,7
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FLUSUILIEY - clict du harement au i ciotene (experanentalion . )

I jour /2 pendant 10 jours soit 7 injections

M
248ME hassage

Code Polds de In souris Faille de In tumeur Poids de Ia tumenr
Témoins en gramme en mm en gramme
19 AR I8 281 305-29- 18 7.08
90 AR 19 29.3 325-255- 155 7,29
ol AR 20 279 30 -25- 12 546
() | AR 21 29.6 35-25- 16 8.4
50 AR 22 3R 295-24-15 7.08
11 AR 23 30,7 131-25-17 7,63
0 AR 24 219 25-14-13 2.63
g0 | AR2S 29 10-26-17 841
18 AR 26 284 32-265-18 918
a0 AR 27 278 29-26-15 1.5
RE AR 28 26,2 235-23-175 5,56
Moyenne 28,8 6,34
SEM 04 0.5
poaniEne
R AR 29 25.6 26-195-125 1.64
16 AR 30 289 32-185-155 5.56
98 AR 31 299 33-20-12 6,34
59 AR 32 26 19-155- 10,5 2,2
G AR 3} 25,6 22-19-105 2,96
RR AR M 26,3 0-225-165 7,34
1 AR 15 20,6 a0-23-17 8,13
2 AR 36 28,5 I-23-15 1.7
19 AR 37 2.6 19-15-10 2.1
Maoyenne 26,8 511
SEM 1.3 08

Tumeur du poumon

Témoins traitées [} caroténe

Moyenne du volume
tumoral au début du traitement 0,283 +/-0,02 0,311 +/-0,02

(cm3)+SEM

Moyenne du volume
tumoral au moment du 597 +/-0,5 342 +/-05
sacrifice (em3 ) + SEM

Moyenne du poids des tumecurs 6,34 +/-0,5 510 +/-08
au moment du sacrifice
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Expérimentation N°3
effet du B caroténe

% d'inhibition du volume tumoral apreés sacrifice
en fin d'expérience

% inhibition = Volume témoins - Volume trait€s x 10

Volume témoins

% inhibition = 59,79 - 34,28 x 100 =42,66 %

du B caroténe 59,

% d'inhibition de la croissance tumorale
consécutif au traitement

Pour cela , on compare les augmentations relatives du volume tumoral pour les deux lots traités et
témoins et ceci pendant toute la durée de 1'essai .

Augmentation relative = Volume final - Volume initial 4 100

Volume initial

% inhibition = 2012,70- 1002,25 x 100=50,20 %
B caroténe 2012,70

% d'inhibition du poids tumoral aprés sacrifice
en fin d'expérience

% inhibition = Poids témoins - Poids traités x 100

Poids témoins

% inhibition = 634 - 510 x100 =19,56 %

du B caroténe 6,34
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ELCOUEES - Cchict du danement au i§ cinotene ( experimentation 4)

I jour /2 pendant IS jours soit 8 injections

365" passage

.

Pokds de In sourls Taille de la tumeor Polds de ln fumenr
Traités en gramme onmm cn gramme
1 AR 89 By 34,5-29-28 18,36
[ AR90 294 30-30-29 10,75
AR 91 28,5 715-23-25 7,65
| AR 92 34,2 39-29-29 12,68
| AR 93 354 40-23-19 17,69
AR 949 32 M-29-24 13,16
AR 95 29,5 40 -33 .27 141,15
Moyenne 325 13,52
. SEM 14 14
i Potds de I sourls Tallle de ln tumeor Polds de 1a tr
Témoins )
en grannne cn mm it gramn
AR 109 32,7 34.29-28 153 AR U6 12 33.27-23 6.65
E AR 1IO 3 33-29-27 R7 AR 97 35 39 -26 -22 8.73
AR 111 359 34-35-29 12,3 AR 98 298 39 .29 .25 11,75 -
\R 112 40,2 32-43-27 18,5 AR 99 36,5 39 .30 -29 13
AR 113 27 30-21-27 7,22 AR 100 34,3 39-33-23 14
R 114 26,7 39-.28-25 14,14 AR 101 39,1 40-33.27 14,3
: ~ARNIS 31 39.27-23 10,23 AR 102 3ol 33-29.29 13,3
moyenne 32,5 12,34 oyenne 33,83 12,1
| SEM 1.8 1,50 SEM 12 L
AR 103 34 33-27-23 14,29
AR 104 358 33-27-23 1,16
AR W15 29 39-27-25 14,29
AR 106 348 39-23-2) 9
AR 107 34,3 39-33-23 16,6
AR 108 32 34 -35 -31 12,46
AR 109 32 39.33-28 10,96
moyenne 32193 11,74
SEM [ix T3
S——

Tumeur du poumon

Témoins

traitées P caroténe

Moyenne du volume
tumoral au début du traitement

(cm3) +SEM

555 +/-0,04

6,13  +/-005

Moyenne du volume
tumoral au moment du
sacrifice (cm3 ) +SEM

144,83 +/- 0,6

134,12 +/- 0,7

Moyenne du poids des tumeurs
au moment du sacrifice

12,06 +/-13

13,52 +/-14
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Expérimentation N4
Effet du  caroténe

% d'inhibition du volume tumoral apreés sacrifice

% inhibition = Volumes témoins - Volumes traités 10

Volumes témoins

% inhibition = 144,83 - 134,12 x100 =7,39 %
B caroténe 144,83

% d'inhibition de la croissance tumorale

consécutif au traitement

% inhibition = 2509 - 2087 x 100 =16,81%
B caroténe 2509

% d'inhibition pour les poids des tumeurs apres sacrifice

% inhibition =  Poids témoins - Poids traités 10

Poids témoins

% inhibition= 12,06 - 13,52 x 100 = -12,10

B caroténe 12,06
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volume tumoral (cm3)

Test de tolérance a l'acide rétincique chez des souris xénogreffées
avec un carcinome pulmonaire a petites cellules (23¢me passage)

—f———  Témoins-simple

w————— {raités a. rélinoique

v L r T v T M L v L] v ]

14 16 18 20 22 24
T nombre de jJours

ler jour de traitcment
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volume tumoral (cm3)

Réponse au B caroténe chez des souris xénogreffées

avec un carcinome pulmonzire 3 petites cellules {(Z4éme passage)

100 ~

PR S N 5

——— {émoins- simple
10 # ——e—— f{raités B caroténe
] traitds a. rétinoique 3mg/kg et 6mg/kg
: courbe similaire & celle du B carotén
1 Y T T T L T s T T L T L4 T T T T T T 1
10 15 20 25

Nombre de jours

ler jour de traitement
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volume tumoral (¢m3)

Réponse au B caroténe chez des souris nude xénogreffées
avec un carcinome pulmonaire & petites cellules (36éme passage)

1000
-4
100 +
] —&—  tédmoins-simple
] g traitds B caroténe
10 3
.J
1 v 1 T v T Y !
(] 7 10 20 30
grefle T nombre de jours

ler jour de traitement
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volume tumeoral ( e¢m3 )

Réponse aun B caroténe chez des souris nude xénogreffées
avec un carcinome pulmonaire i petites cellules ( 36éme passage )

1000 E

Ak i

10

——1—  témoins- simple
——#&——  témoins- PBS
—0——  témoins- glucose

- traités A caroténe

ler jour de traitement
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Interprétation

Afin d'effectuer plusieurs comparaisons concernant des parameétres différents nous avons :

- dans un premier temps ; mesuré le volume tumoral en début d'injection
(volume initial) puis a intervalles réguliers jusqu'a la fin de la manipulation
{volume final).

- puis dans un deuxiéme temps ; pesé la tumeur excisée pour les souris témoins
et les souris traitées au moment du sacrifice.

- et en dernier lieu, récupéré du sang ( 1 a 2 ml ) sur héparine, au moment du
sacrifice des souris, afin de réaliser les dosages des enzymes et marqueurs du
stress oxydatif,

Le volume tumoral
Une courbe volume tumoral en fonction du temps est réalisée afin d'observer les variations de la
croissance tumorale existant entre les lots des souris traitées et témoins,

Ce que l'on observe c'est une action freinatrice du B caroténe sur 'augmentation du volume
tumoral. En effet, on peut noter un volume tumoral identique au départ chez témoins et traités
puis une inhibition transitoire de la croissance tumorale qui semble se manifester essentiellement
en début de traitement par le B caroténe.

Il est certain que l'effet du B caroténe s'exerce ici sur la prolifération , le traitement ayant été
instauré sur des tumeurs bien vascularisées dont la croissance est bien installée.

En ce qui concerne l'acide rétinoique, on constate une bonne tolérance et le méme effet freinateur
sur la croissance des tumeurs. Il est a noter que la dose d'acide rétinoique & 9 mg / kg n'excerce pas
cet effet , on pourrait incriminer le fait qu'il y a alors mauvaise dissolution de ce produit lorsqu'il
est A forte concentration et par conséquent passage dans le sang a des doses trop faibles.

Le poids des tumeurs
Bien que les % d'inhibition des poids des tumeurs paraissent significatifs, la signification n'est
pour vérifiée si I'on compare les poids des tumeurs lors du sacrifice des animaux.

Comme nous le constatons le pourcentage relatif d'inhibition du poids tumoral avoisine 20 %

pour le lot traité au B caroténe ce qui concorde bien avec les résultats rapportés dans la littérature
ol le B caroténe montre un effet antiprolifératif d'amplitude modérée et souvent transitoire
lorsqu'il s'agit, et c'est notre cas, de traiter une tumeur en phase proliférative a croissance rapide
mais cette conclusion ne peut étre reportée a 1'expérimentation 4 ol les poids des tumeurs chez les

souris traitées ne sont guere différents de ceux des souris témoins.
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Résultats : Marqueurs du stress oxydatif

Les dosages ont été réalisés sur un carcinome pulmonaire au 24°™€ passage en ce qui concerne le

traitement par 1'acide rétinoique (expérimentation 3), 24%me passage ( expérimentation 3) et 36eme passage
(expérimentation 4) pour le traitement au B caroténe.

Acide rétinoique : 3 doses (3, 6,9 mg /kg) 1 jour/2,de J8 aJ 20, soit 7 injections.

Tableau des résultats :

Témoins Traités a. rétinoique Valeurs normales
3mg/ kg 6mg/ kg 9mg/kg
(greffées) (greffées) (non greffées)

RETINOL (umol/1) 0472+ 0,303 1,174 +0,317 0,728 + 0,027 0,687 + 0,066

A. RETINOIQUE - ; ] ] ]

(nmol/)
8 CAROTENE ND ND ND ND ND

(umol/l)
MDA (umol/l) 2,96 + 0,21 3,09+037  2,87+023  256+043 3,50

Sfluorimétrie

SOD (U /mg d'Hb) 1,06 + 0,09 1,06 +0,18 1,05 +0,13 1,07 + 0,70 1,09

Expérimentation 3

NB : Les valeurs normales ne sont qu'un ordre de grandeur
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B caroteéne : 1 dose de 30 mg / kg, 1 jour/2 ,de J8 a4 7J 20, soit 7 injections

Tableau des résultats :

Témoins Traités B caroténe Valeurs normales
(greffées) (greffées) ( non greffées)
RETINOL (umol /1) 0,966 + 0,440 1,680 + 0,510 -
A.RETINOIQUE (umol/1) - - -
8 CAROTENE (umol/1) ND 0,453 + 0,015 ND
Jluorimétrie
MDA (umol/l) 2,88 + 0,43 3,18 + 0,29 3,50
Jluorimétrie
SOD (U/mg d'Hb) 1,06 + 0,09 1,15 +0,01 1,09
Expérimentation 3
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B caroténe : 1 dosede 30 mg/kg, 1jour/2,deJ72alJ 21, soit 8 injections.

Tableau des résultats :
Témoins Traités B caroténe Valeurs normales
(greffées) (greffées) { non greffées)
A. RETINOIQUE (ng / ml)
forme cis traces pas de pic
forme all trans 0,68 pas de pic
8 CAROTENE (umol/l) ND 0,556 + 0,021 ND
fluorimétrie
MDA (umol/l) 1,05 + 0,21 1,16 + 0,24 0,97 +0,12
HPLC
SOD (U/mg d'Hb) 0,73 + 0,32 0,66 + 0,17 1,09 + 0,23
GPx (U/g d'Hb) 128,70 + 50,94 99,14 + 25,20 301 + 89,34
FOIE
Témoins traités B caroténe
(greffées) (greffées)
MDA (umol/ g de prot ) 0,79 + 0,25 0,78 + 0,24
HPLC
8 CAROTENE (umol / g de prot) ND 0,28 +0,12
HPLC
TUMEUR
Témoins traités  caroténe
(greffées) (greffées)
MDA (umol / g de prot ) 0,213 +0,32 0,167 + 0,27
HPLC
B8 CAROTENE ( pumol / g de prot ) ND ND
HPLC
Expérimentation 4
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C- nipulation

Protocole ;

* carotenoides : B caroténe cristallisé extrait de carottes (SIGMA)

* Espece et souche animale : souris nude , femelles homozygotes de souche SWISS nu provenant du centre
d'élevage des Oncins d'TFFA CREDO.

B carotene a 30 mg / kg = témoins : 16
traitées : 16

* traitement et systéme solvant :

- B caroteéne : Ethanol 1 partie
Emulphor 1 partie
Eau distillée 18 parties
injection de 30 mg / kg ; par voie intrapéritonéale ; 1 jour sur 2, 5 injections.

Dosages :
* _ponction du sang : le sang est ponctionné au niveau de I'oeil ou au niveau cardiaque et récupéré sur

anticoagulant ( héparinate de sodium ), homogéneisé puis centrifugé a 3500 tours / minute. Le plasma est
mis dans des tubes & oligoéléments pour le dosage du MDA et de 'acide rétinoique ; le culot est utilisé pour
les dosages dela SOD et de la GPx.

* les dosages sanguins ;

idem précédemment

-99- (e

~ )

XY



Résultats

Les dosages ont également €té effectués d'une part sur des souris nude saines non greffées afin d'avoir
des valeurs témoins et d'autre part sur des souris nude non greffées et traitées par lef caroténe afin de com-
prendre 'action du B caroténe, indépendamment de la tumeur,

Tableau des résultats :

Témoins Traités § carotene
non greffées non greffées
A.RETINOIQUE (ng/ml)
forme cis traces pas de pic
forme all trans 0,76 pas de pic
MDA (umol/l) 0,97 + 0,12 0,74 + 0,28
luorimétrie
SOD (U/mg d'Hb) 1,08 + 0,23 1,08 + 0,22
GPx (U/g dHb) 301 + 89,34 297 + 81,20
FOIE
Témoins traités 3 caroténe
MDA (umol / g de prot ) 0,451 + 0,32 0,471 + 0,22
HPLC
B CAROTENE ( umol / g de prot) ND 1,20 + 0,91
HPLC
Expérimentation 5
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Parametr r if

Pour une meilleure compréhension, il est bon de rappeler que la superoxyde dismutase (SOD)
détruit l'anion superoxyde tandis que la glutathion peroxydase (GPx) métabolise quand a elie le
peroxyde d'hydrogene.

On ne dosera pas ces enzymes mais on évaluera leur activité.

Le carcinome pulmonaire a petites cellules ne présente pas de résultats similaires selon le nombre
de passage effectués sur les souris nude (248me ¢ 368me passage d'une tumeur greffée sur des
souris SWISS /nu )
Par contre les dosages de rétinol, SOD, et MDA sont similaires en ce qui concerne le traitement
des souris par l'acide rétinoique et le 3 caroténe lors du 248me passage.
On ne constate pas de différences statistiquement significatives pour les dosages de MDA et de
SOD entre les lots souris greffées traitées et non traitées ainsi que les lots souris greffées et non
greffées mais uniquement une légere tendance a 'augmentation pour les concentrations de MDA
ceci pour les souris greffées traitées ou non par le B caroténe lors du 36€me passage.Ceci confirme
les travaux de Melle A.S. Gauchez, travaux qui démontraient que la lipoperoxydation était plus
intense chez les souris xénogreffées.

Lors de I'administration de I'acide rétinoique on constate une augmentation de rétinol
(métabolite de 1'acide rétinoique) tandis que 1'administration de B caroténe entraine certes une
élévation du rétinol mais une baisse de 1'acide rétinoique qui est I'un des métabolites du B caroténe.

Aprés comparaison avec le lot témoin ot I'on observe des traces d'acide rétinoique de la forme cis
et un pic d'acide rétinoique de la forme all trans , on constate une consommation d'acide rétinoique
chez les souris greffées traitées par le  caroténe.

Les taux de_GPx chez les souris greffées sont nettement diminués par rapport aux souris

saines. Le traitement par le Bcaroténe ne permet pas la restauration de ce taux bien qu'étant décrit
dans la littérature comme un capteur de I'oxygeéne singulet.

Les dosages sanguins de B caroténe par fluorimétrie permettent d'apprécier le passage du
caroteéne par voie intrapéritonéale dans le solvant eau distillée-émulphor-éthanol. Pour les témoins
les valeurs sont nulles ; on peut émettre I'hypoth¢se qu'effectivement il y a une absence de B caro-
téne ou des traces mais non détectables par la technique utilisée (manque de sensibilité).

Au niveau du foie et de la tumeur, on ne trouve pas de différences statistiquement significatives

pour les lots traités et témoins quant au dosage du MDA. Le f caroténe se retrouve au niveau du
foie (passage direct d'une faible quantité ?) mais pas dans la tumeur.
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conclusion

Analysant les résultats des expérimentations menées, nous ne prétendons pas tirer de
conclusions mais simplement proposer quelques tentatives d'explications et suggérer
quelques propositions pour des recherches complémentaires.

Notre choix délibéré concernant I'administration du B caroténe par voie parentérale,
préférentiellement a sa voie habituelle d'administration qui est la voie orale, a été dicté

par le souhait d'obtenir aprés un cycle d'injection relativement court, des taux plasmatiques
de B caroténe détectables par les méthodes utilisées au laboratoire de biochimie C et
susceptibles de provoquer certaines modifications du statut en antioxydant tant chez la souris
saine non porteuse de greffe que la souris xénogreffée.

Ce premier objectif fut atteint bien que nous nous soyions heurtés a la difficulté de trouver
un systeéme solvant adéquat.

11 est fort problable que la dose administrée et qui au demeurant fut bien tolérée, puisse étre
diminuée par la mise en oeuvre d'une forme galénique permettant une meilleure solubilisation
et biodisponibilité du B caroténe hydrophobe.

Nous avons pu tenter un essai de traitement au  caroténe sur des souris athymiques

porteuses d'un carcinome pulmonaire a petites cellules (modele établi par le Dr M.F. Poupon)
et que nous avons choisi parce que les cancers pulmonaires ont fait I'objet de nombreuses
études €pidémiologiques corrélant une faible incidence de ce type de cancer a une teneur
plasmatique élevée en B carotene.

Nous avons choisi d'instaurer le traitement 2 un moment trés précis : apres la prise de greffe
sur un greffon vascularisé en pleine croissance; il s'agissait donc d'un essai thérapeutique
sur une tumeur 2 croissance rapide en phase proliférative.

Il est évident que pour traiter ce type de tumeur le  caroténe ne pourrait servir que d'appoint
a une chimiothérapie classique. Nous pensons que l'effet du 8 carotene devrait également étre
étudié trés précocément apres 'implantation tumorale : administration de B caroténe dés le
lendemain de la greffe par exemple, pour connaitre son influence sur la prise de greffe

elle méme et sur la mise en place de la croissance tumorale.

Les études portant sur les marqueurs du stress oxydant ont été faites en fin d'expérimentation;

4 un moment oii I'organisme a été fortement perturbé par la prolifération tumorale. Le statut en
antioxydant de cet organisme a probablement, dans ces conditions, subi d'importantes modifica
tions et I'influence de I'administration du B caroténe est & 1'évidence fort difficile et complexe a
étudier a ce stade.

L'évaluation du statut en antioxydant pourrait étre envisagée précocément par exemple au
moment oll se manisfeste 1'action du B caroténe.

Il n'est pas exclu que l'utilisation d'un autre modele tumoral "sensible" a l'action du B caroténe
et de croissance moins rapide que le carcinome a petites cellules, tel un épithelioma malpighien
de 'oropharynx, de 'oesophage ou du poumon voire un carcinome de la vessie puisse apporter
de meilleures informations.

Les interactions du 8 caroténe avec d'autres antioxydants plasmatiques tels que l'acide ascorbique
et 1'o. tocophérol pourraient également €tre étudiées.
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En ce qui concerne l'aide a la thérapeutique, le B caroténe pourrait

étre utilisé afin d'améliorer I'état général des patients mais c'est

surtout en terme de prévention qu'il prend toute sa valeur.

Actuellement, une enquéte épidémiologique frangaise : SUVIMAX, est mise en place sous la
direction du Professeur Hercberg ( INSERM, Paris) et le Professeur A. Favier ( Biochimie C
Hopital Michallon, Grenoble). Elle consiste & supplémenter des sujets volontaires en vitamine A,
vitamine E, vitamine C, sélénium et B3 caroténe.

Les résultats devraient jouer en faveur d'un effet préventif de ces divers antioxydants vis a vis des
cancers.



ABREVIATIONS :

ADN : acide désoxyribonucleique

ARN : acide ribonucleique

AMPc : adénosine 3'-5'-cyclic monophosphate
CAT : catalase

CSF : colony stimulating factor

CIVD : coagulation intravasculaire dissiminée
DTPA : diethylenetriaminepentaacetic

EGF : epidermal growth factor

EDTA : ethylenediaminetetraacetic

GPx : glutathion peroxydase

HPLC : high performance liquid chromatography
IL2 : interleukine 2

IL1 : interleukine 1

LT : lymphocyte T

LAM : leucémie aigiie myélocytaire

MDA : malondialhehyde

Mg : microgramme

mg : milligramme

ODC : ornithine décarboxylase
PDGEF : platelet derived growth factor
PM : poids moléculaire

PKc : protéine kinase ¢

QSP : quantité suffisante pour

cRBP : cellular retinol binding protein
pRBP : plasmatic retinol binding protein
SOD : superoxyde dismutase

TG : transglutaminase

TBA : acide thiobarbiturique

UI : unité internationale

UV : ultraviolet

A : longueur d'onde
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B caroténe et cancers

Le cancer demeure actuellement dans les pays industrialisés une des causes majeures
de mortalité.

Thérapeutique et chirurgie s'efforcent d'enrayer I'évolution tumorale cependant, il semble
Jjudicieux de penser qu'une alimentation saine et équilibrée prise de fagon réguliere des
le plus jeune age puisse retarder l'apparition de tumeurs.

Des études épidémiologiques ont régulierement mis en évidence l'effet bénéfique des régimes

favorisant un apport alimentaire de vitamines , de polyphénols , flavonoides et de B caroténe
auquel on attribue des propriétés antioxydantes.

Certaines especes réactives de 1'oxygene sont impliquées dans les étapes de la cancérogénése.
A partir de cette hypothése des études expérimentales ont permis de démontrer I'inhibition par le
B3 caroténe de la croissance d'un cancer du poumon transplanté sur souris athymiques.

De plus cet effet bénéfique du B caroténe pourrait relever d'une activité immunostimulante
vis a vis des cellules tueuses non induites ( natural killer cells).

MOTS CLES : B caroténe , cancer , antioxydant , radicaux libres , souris athymique.
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