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Introduction

INTRODUCTION

Le cancer demeure actuellement 1'une des premieres causes de déces en France (120000
par an). Pour le traiter, le clinicien dispose de plusieurs moyens qu'il va le plus souvent
utiliser en conjonction et qui sont la chimiothérapie, la radiothérapie, et I'exérese
chirurgicale.

La chimiothérapie anticancéreuse a permis un gain de 10% en terme de taux global de
guérison. Toutefois, malgré des progrés considérables, son utilisation est limitée par
I''mportante toxicité des produits employés jusqu'a présent. C'est pourquoi depuis
quelques années, plusieurs voies de recherche se sont développées pour tenter
d'améliorer le rapport efficacité/tolérance de ces produits.

Parmi ces axes de recherche, les liens de certains anticancéreux avec la biochimie de
I'oxygene ont suscité un intérét certain. Certaines drogues anticancéreuses semblent en
effet en mesure de produire des especes réactives de 1'oxygene susceptibles d'exercer

des effets déléteres étendus non spécifiques aux cellules tumorales.

L'adriamycine est un médicament trés efficace sur un grand nombre de cancers.
Cependant, son emploi en clinique est souvent limité par le risque de survenue d'une
cardiotoxicité cumulative dose-dépendante irréversible. L'adriamycine fait partie des
cytotoxiques capables de produire des espéces réactives oxygénées et la toxicité

cardiaque pourrait &tre due au stress oxydatif engendré par cette drogue dans ce tissu.

Afin de mieux comprendre les raisons de la prédominance de cette cardiotoxicité, nous
avons choisi de comparer la sensibilité a I'adriamycine des microsomes cardiaques avec
d'autres microsomes tissulaires. Ainsi nous avons mesuré dans les différentes
préparations microsomales les attaques radicalaires lipidiques et protéiques faisant suite
a l'activation de l'adriamycine par les enzymes du syst¢me microsomal. Dans un second
temps, nous avons évalué les effets de deux antioxydants susceptibles in vivo de
protéger les tissus. Pour expliquer les différences de toxicité selon les microsomes, nous
avons également mesuré le statut en antioxydants (minéraux, vitamines) ainsi que la
teneur en substrat de la peroxydation dans les différentes préparations microsomales.
Les résultats de ces expériences nous conduisent a des perspectives sur l'utilisation de

cette molécule que nous développerons en conclusion de ce mémoire.
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L'ADRIAMYCINE

1. GENERALITES SUR LA THERAPIE ANTICANCEREUSE.

Peu de familles médicamenteuses ont connu un développement aussi important et
rapide que celle des agents anticancéreux. La constatation que les effets du gaz
moutarde comportaient une destruction des cellules sanguines et médullaires a conduit
a I'étude, des 1943 aux Etats-unis, des premiers agents alkylants.

Le nombre de sujets atteints de cancer croit de 1% environ par an. Pour les traiter, le
cancérologue dispose de plusieurs armes qui sont la chirurgie, la radiothérapie, et
l'utilisation d'agents antinéoplasiques.

Les agents antinéoplasiques peuvent étre schématiquement divisés en deux classes:

-Les agents cytotoxiques responsables de mortalité cellulaire par des mécanismes tres
variés et souvent complexes.

-Les modificateurs du comportement biologique qui se subdivisent en modificateurs du
phénotype cellulaire (hormones) et en modificateurs de la réponse de 1'hdte
(interleukines, interférons, TNF).

Dans la pratique actuelle, la grande majorité des agents anticancéreux utilisés fait partie
des agents cytotoxiques. Plus de cinquante molécules sont utilisées dans le traitement
des cancers humains et sont classées en fonction de leur mécanisme principal d'action
en au moins cinqg grandes familles (Alkylants, Intercalants, Agents scindants de 'ADN,
Antimétabolites, Agents tubulo-affines).

2. PARTICULARITES DES TISSUS CANCEREUX.

Les agents anticancéreux doivent tuer aussi sélectivement que possible les cellules
tumorales visées. Toutefois et malgré les progreés considérables réalisés dans la
cellules normales. Il n'existe en effet pas un caractere unique distinguant une cellule

cancéreuse d'une cellule normale, mais un ensemble de caracteres phénotypiques et

génotypiques.
2.1. LE GENOME DE LA CELLULE CANCEREUSE.

Le cariotype des cellules cancéreuses est généralement trés anormal tant en ce qui
concerne le nombre de chromosomes (fréquence de 1'hyperploidie) que leur stucture,
mais ces anomalies ne sont pas identiques dans toutes les cellules d'une méme tumeur.
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Cette instabilité génétique rend compte d'une plus grande sensibilité des cellules
cancéreuses aux agents susceptibles de 1éser 'ADN.

2.2. CINETIQUE DES CELLULES ET TISSUS CANCEREUX.

Comme chez la cellule normale, le cycle cellulaire se compose d'une période active et
d'une période de repos (GO). La période active est divisée en 4 phases: G1, S, G2, M.
Les anticancéreux sont dits "cycle-dépendants" lorsqu'ils sont actifs sur toutes les
cellules a condition que celles-ci soient dans le cycle cellulaire actif: ils sont dits
"phase-dépendants" lorqu'ils n'agissent que sur une phase donnée du cycle cellulaire
actif. Avant 'administration des médicaments "phase ou cycle dépendants”, il est
intéressant que le maximum de cellules se trouve dans le cycle cellulaire et ne soit donc
plus en phase GO. Le terme utilisé est celui de recrutement; celui-ci est possible par
réduction du volume tumoral grice a un traitement chirurgical, radiothérapique, ou
chimique. L'adriamycine par exemple est un cytotoxique cyle-dépendant actif sur les
phases G1 et S (synthese de 'ADN); elle est également capable de recruter les cellules
en phase GO pour les faire entrer en cycle actif. Les cellules en phase G1 (période post-
mitotique) représentent, selon les cancers, 75 4 90% de toutes les cellules (CRAUSTE-
MANCIET et coll, 1992).

La cinétique de la croissance tumurale n'est connue chez I'homme que pour les stades
tardifs. Elle se ralentirait au fur et & mesure que le volume tumorale augmente a cause
de l'agrandissement du compartiment de maturation et de la constitution de zones
hypoxiques. Cette cinétique est définie par le temps de doublement qui varie chez
I'hnomme de 7 jours a plusieurs années et est en moyenne de 2 & 6 mois. Les cellules
d'une méme tumeur n'ont pas toutes une cinétique identique (ESPIE et coll, 1992)

Les connaissances acquises sur les différentes caractéristiques des tissus tumoraux ont
permis de synthétiser ou d'isoler des molécules dont la spécificité a 1'égard des cellules
tumorales est, sinon totale, notablement accrue. Ces connaissances ont aussi permis
d'adapter, pour chaque tumeur, une stratégie chimiothérapique visant & optimiser
l'efficacité du traitement ainsi qu'a en réduire la toxicité.

3. L'ADRIAMYCINE (DOXORUBICINE).

L'adriamycine (ADR) est un antibiotique antinéoplasique appartenant a la famille des
anthracyclines, cette derniere étant classée parmi les cytotoxiques intercalants. Au sein
des anthracyclines, I'ADR est la molécule dont le spectre d'activité est le plus large.
C'est une molécule d'origine naturelle qui a été isolée en 1969 d'un champignon,
Streptomyces peucetius var. caesius (POWIS, 1987). Depuis son introduction en
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thérapeutique au début des années 1970, on estime a plus de 2 millions le nombre de
malades qui ont été traités par ['ADR.

3.1. INDICATIONS DE L'ADRIAMY CINE.
L'ADR, le plus souvent associée a d'autres anticancéreux, est couramment prescrite

dans les services d'oncologie, que ce soit pour induire ou pour consolider une rémission
d'un cancer. Les principales indications de I'ADR figurent dans le tableau 1.

Carcinomes du sein

Sarcomes des os et des parties molles

Maladie de Hodgkin

Lymphomes non hodgkiniens

Tumeurs solides de l'enfant

Cancers du poumon

Leucémies aigues lymphoblastiques

Leucémies aigues myéloblastiques

Cancer de la vessie

Cancer de l'estomac

Cancer de l'ovaire

Tableau 1: principales indications de I'ADR.

Des protocoles bien définis sont employés pour le traitement de ces tumeurs. Par
exemple:

-C.A.P. (cyclophosphamide, adriamycine, cisplatine) employé¢ dans les cancers ORL,
des ovaires, de la vessie et le myélome.

-I.V.A. (ifosfamide, vépéside, adriamycine) utlisé dans le traitement des hépatomes et
des sarcomes des parties molles.

-C.D.O.P. (cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine, prednisone) indiqué dans les
lymphomes non hodgkiniens.

-F.A.C. (5-fluorouracile, adriamycine, cyclophosphamide) employé dans les cancers du
sein.
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3.2. POSOLOGIES DE L'ADRIAMY CINE.

I1 existe plusieurs schémas d'administration de 'adriamycine. Le plus courament utilisé
est30a 60 mg/m2 en bolus toutes ies 3 semaines.

D'autres schémas ont été proposé dans le but de réduire la toxicité, notamment
hématologique et cardiaque, de ceite drogue:

-3 2 5 mg/m2/j en perfusion continue sur 3 4 21 jours (dose totale identique).

-10a 15 mg/m2 en administration hebdomadaire.

Quel que soit le schéma d'administration, la dose cumulée au cours des différentes cures
de chimiothérapie ne doit pas dépasser 550 mg/m2. Cette dose est réduite 2 300 mg/m?
en cas d'irradiation médiastinale incluant le coeur ou d'association & un anticancéreux
cardiotoxique (actinomycine D, mitomycine, cyclophosphamide, vincristine,

bléomycine).
3.3. PHARMACOCINETIQUE DE L'ADRIAMY CINE.
3.3.1. Voies d'administration.

L'ADR peut étre administrée par voie veineuse (acceés veineux central ou perfusion),
par voie artérielle, ou par instillation intravésicale dans le traitement des cancers de la

vessie.
3.3.2. Distribution.

Apres administration intraveineuse, I'"ADR est rapidement éliminée du plasma; la
distribution tissulaire est importante. Elle est stockée dans les tissus, le rein, le coeur,
I'intestin gréle, le foie, et les poumons, mais elle ne traverse pas la barriere hémato-
encéphalique.

La concentration plasmatique initiale aprés administration I.V.en bolus d'une dose de
30 2 60 mg/m2 est de 2 2 6 uM. Lors de la phase d'équilibre avec les tissus (1 a 4
heures aprés injection), la concentration plasmatique est de 20 a 50 nM. La demi-vie
d'élimination plasmatique est de 20 a 40 heures (CUMMINGS et coll, 1987).

Les tissus bien perfusés comme le coeur, le foie et les poumons atteignent trés
rapidement un état d'équilibre avec 'ADR plasmatique. Ainsi lors de l'administration
d'ADR au rat, la concentration cardiaque atteint son maximun au bout d'une heure et
décroit ensuite de 33% en 48 heures. Chez le chien, les concentrations cardiaques en
ADR diminuent d'un facteur 70 en 20 jours (OLSON et coll, 1990). La demi-vie de

I'ADR dans le coeur est approximativement de 1 & 3 jours chez ['animal.
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L'ADR ne pénétre que faiblement dans les tumeurs solides. L'état d'équilibre avec

I'ADR plasmatique est alors atteint en 1 a 3 heures.
3.3.3. Métabolisation.
L'ADR est en partie métaboliseé; trois types de réactions métaboliques sont décrites:

-réduction du groupe cétonique en CI3 (fig 4) par les aldo-réductases NADPH
dépendantes présentes dans tout 1'organisme mais préférentiellement dans le rein, le
foie, et les poumons. Cette réaction permet la formation de doxorubicinol qui représente
le métabolite principal et qui posse¢de également une activité cytotoxique. La demi-vie
plasmatique du doxorubicinol varie de 5 & 56 heures.

Dans le coeur de rat, le doxorubicinol apparait dans les 24 heures qui suivent l'injection
d'ADR. Les concentrations de doxorubicinol au niveau cardiaque sont 2 a 3 fois plus
élevées que dans le foie en dépit de concentrations similaires en ADR une heure apres
injection dans ces deux tissus (OLSON et coll, 1990).

-hydrolyse ou réduction au niveau du C7 aboutissant a la formation d'aglycones. Le C7
déoxyaglycone est un produit du métabolisme radicalaire de I'ADR. Des taux circulants
élevés peuvent étre corrélés avec les phénomenes de toxicité cardiaque chez I'homme
(CUMMINGS et coll, 1987).

-conjugaison sous forme de dérivés sulfonates et glucuronides, ces derniers ne

représentant que 2% de la dose totale d'ADR administrée.
3.3.4. Elimination.

L'élimination de I'ADR sous forme inchangée ou métaboliseé est réalisée
majoritairement par le foie et le systeme biliaire; 40 a 50% de la dose totale administrée
est éliminée par ce systeme en 5 a 7 jours. Le dosage de I'ADR dans la bile effectué
apres 7 jours révéle que I'ADR native y est le composé majoritaire (17% de la dose
totale administrée) suivie par le doxorubicinol (9%). D'autres métabolites, dont la
plupart n'ont pas été identifiés représente 15% de la dose totale administrée. 10% de la
dose totale d'ADR est excrétée par les urines, en grande partie sous forme non

métabolisée.

3.4. MODES D'ACTION DE L'ADRIAMY CINE.
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Plusieurs mécanismes d'action sont décrits concernant ce produit: intercalation a I'ADN,
inhibition de topoisomérase II, interaction avec les membranes cellulaires, et production

de radicaux libres.
3.4.1. Interaction directe avec I'ADN: intercalation.

L’intercalation est le phénomene au cours duquel une molécule polycyclique plane se
glisse entre les plateaux que constituent deux paires de bases contigiies de I’ADN,
entrainant un éloignement de ses paires de bases , une déspiralisation de I’ADN, et une
accessibilité accrue du petit sillon de 'ADN (ESPIE et coll, 1992). Cette activité se
produit sur les cellules en phase S ou en phase G1. Les liaisons drogue-ADN se créent
spontanément, sont de forte affinité, mais restent réversibles. L’intercalation est
responsable d’une inhibition de la replication et de la transcription de I’ADN. Dans les
noyaux des cellules vivantes, plus de 99% de la doxorubicine est présente sous forme
liée au DNA, indiquant ainsi que I’ADN est le site majeur de I’activité de la drogue
(CUMMINGS et coll, 1991).

3.4.2. Interaction indirecte avec I'ADN: inhibition de la topoisomérase II.

La topoisomérase II est une enzyme capable d’effectuer une réparation
conformationelle de I’ADN aprées avoir créé des cassures des deux brins. L'inhibition de
cette enzyme requiert une liaison de I’ADR a la protéine. L’ADR induit une
stabilisation du complexe topoisomérase II-ADN dans lequel I’ADN est clivé sous
forme de monobrins ou de double-brins. La formation d'un complexe ternaire
medicament-enzyme-ADN serait un déterminant essentiel de l'activité de la drogue
(ESPIE et coll, 1992).

3.4.3. Interaction avec les membranes cellulatres.

Les anthracyclines sont des molécules qui peuvent se lier avec une grande affinité aux
membranes cellulaires, mais les sites de liaison n'ont pas tous été identifiés.

L'ADR peut former de solides complexes €électrostatiques avec les phospholipides
membranaires, en particulier la cardiolipine et la spectrine. La cardiolipine est un
constituant mineur des membranes de la cellule normale. Par contre, dans les
membranes des cellules tumorales, elle est présente a des taux beaucoup plus élevés et
représente le phospholipide prédominant. La liaison de I'ADR  la cardiolipine pourrait
causer des changements dans le fonctionnement et la structure de ces membranes, et

contribuer ainsi a I'effet antitumoral de ce médicament. (GIANNI et coll, 1983).
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3.4.4. Production de radicaux libres.

L'ADR, apres activation par certaines flavoenzymes cellulaires ou par formation d'un
complexe stable avec le fer, peut générer des especes réactives oxygenées a l'origine de
processus toxiques. Cette propriété sera développée dans le chapitre Adriamycine et
radicaux libres.

3.5. EFFETS SECONDAIRES DE L'ADRIAMY CINE.

Les effets indésirables de 'ADR, leur importance, et leurs particularités sont présentés
dans le tableau 2.

TOXICITE IMPORTANCE#* PARTICULARITE
Hématologique
-Leucopénie G2-G3 Dose dépendante, réversible, non
-Thrombopénie cumulative. Commence 7 a 11 jours
- Anémie aprés la cure.
Locale G2-G3 Cumulative, surtout en cas de
-veinite perfusion continue.
Digestive G2

-Nausée, vomissements
-mucite Dose-dépendante.

-hémorragies digestives

Alopécie G3
Cardiaque Voir ci-dessous
Hypersensibilité Gl

* G: grade de toxicité
Tableau 2 : effets indésirables de I'ADR.

Ces effets secondaires, mise a part la cardiotoxicité, sont communs a la quasi-totalité
des anticancéreux. Ils traduisent I'absence de spécificité de ces médicaments sur le tissu
tumoral et refletent l'atteinte des tissus a renouvellement rapide.

La cardiotoxicité quand a elle peut &tre aigiie ou chronique.

-La toxicité aigiie survient dans les 48 heures suivant l'injection. Elle peut se
caractériser par une tachycardie, des extrasystoles ou une insuffisance cardiaque. Ces
troubles sont indépendants de la dose administrée et régressent le plus souvent sans
séquelles.
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-La toxicité chronique survient 1 2 3 mois apres la derniere injection. Elle est corrélée a
la dose totale administrée d'ADR et est cumulative entre les différentes anthracyclines.
Elle peut se caractériser par une réduction importante du voltage des complexes QRS
rapides a I'ECG, une dilatation cardiaque apparaissant rapidement, et par la survenue
précoce d'une insuffisance cardiaque résistante a la digitaline (cardiomyopathie).

Pour une dose cumulée d'ADR de SSOmg/m2 de surface corporelle, l'incidence de
survenue d'une cardiomyopathie est de 3%, mais pour une dose cumulée de l'ordre de
600m g/mz, I'incidence atteint 30%. Des cardiotoxicités ont été également observées
pour une dose cumulée de 20()mg/m2 (CUMMIINGS et coll, 1987).

La cardiomyopathie faisant suite au traitement par les anthracyclines est de trés
mauvais pronostic, avec une mortalité de 48% (POWIS, 1989).

Histologiquement, 1'atteinte cardiaque lors de la myocardiopathie peut se traduire par
une vacuolisation des myocytes, un oedéme intersticiel, une myocytolyse, une atrophie
myocytaire, et une fibrose de substitution (GREEN et coll, 1984); Seule la biopsie
myocardique permet d'évaluer le risque de toxicité cardiaque congestive chez les
patients traités par I'ADR.

Chez l'enfant, I'administration d'ADR pourrait perturber sérieusement le développement
du muscle cardiaque au cours de la croissance (DOROSHOW, 1991).

Les mécanismes biochimiques qui seraient impliqués dans la cardiotoxité de I'ADR font
l'objet d'un vaste débat. A 1'heure actuelle, plusieurs hypothéses ont été émises, toutes
pouvant contribuer a expliquer ce phénomene toxique.

-Tout d'abord, la production de radicaux libres oxygénés par 'ADR entraine des
altérations oxydatives des organelles des cellules myocardiques. Ce mécanisme sera
développé dans le chapitre ADR et radicaux libres.

-L'ADR peut réagir, comme nous l'avons vu dans le chapitre "mode d'action de I'ADR",
avec la cardiolipine. Ce phospholipide est présent en grande quantité dans la membrane
interne des mitochondries. L'ADR forme avec lui un complexe électrostatique stable, ce
qui inactive la chaine de transport intramitochondriale d'électrons. En effet, certaines
enzymes de la chaine respiratoire (la cytochrome C oxydase, la cytochrome C
réductase) ont besoin de cardiolipine non complexée pour maintenir leur activité (FRY
et coll, 1981).

La formation de ces complexes peut également inhiber le transport du pyruvate a
travers la membrane mitochondriale et perturber de ce fait le métabolisme énergétique
de la mitochondrie (PARADIES et coll, 1988).

-La détérioration des canaux calciques lents par I'ADR peut également contribuer a la
cardiotoxicité. L'ADR, en réagissant avec les lipides membranaires entourant ces

canaux, favorise ainsi la survenue d'une surcharge intracytoplasmique en calcium. Cette
’
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surcharge altere les cycles de contraction-relaxation du muscle cardiaque (FU et coll,
1990).

-Enfin, I'ADR peut étre toxique par l'intermédiaire d'un de ses métabolites, le
doxorubicinol. Ce dernier peut s'accumuler dans ie tissu cardiaque. I1 agit comme
inhibiteur de certaines pompes ioniques du réticulum sarcoplasmique, des
mitochondries, et de la membrane cytoplasmique. Ainsi, il altére la Ca-Mg-ATPase du
réticulum, la Nat-K*+ATPase et les échanges Na-Ca de la membrane cytoplasmique
(OLSON et coll, 1990).

Dans le but de réduire la cardiotoxicité, certains auteurs ont proposé une modification
du schéma posologique classique (bolus). A doses cumulées identiques, 'administration
hebdomadaire de faibles doses d'ADR serait moins cardiotoxique qu'une administration
unique a plus forte dose toutes les 3 semaines. De méme, I'injection de faibles doses
d'ADR par perfusion lente sur 96 heures, diminuerait d'un facteur 10 les concentrations
plasmatiques de la drogue, réduisant notablement la cardiotoxicité et diminuant
l'intensité des effets secondaires hématologiques et digestifs sans compromettre
I'efficacité thérapeutique (ANDERS et coll, 1986; BRENNER et coll, 1984;
CUMMINGS et coll, 1987). Cependant, la complication majeure de la perfusion lente

est le développement d'une veinite, I'ADR étant un produit extrémement vésicant.
3.6. RESISTANCE TUMORALE A L'ADRIAMY CINE.
3.6.1. Généralités sur la résistance tumurale.

Les tissus normaux ne développent jamais de résistance aux agents antitumoraux. Par
contre, la transformation d'une cellule normale en cellule maligne peut s'accompagner
d'une modification de sa sensibilité aux drogues se traduisant parfois par I'apparition de
résistances.

Classiquement, on peut distinguer 2 types de résistances tumorales aux médicaments:
une résistance liée aux conditions physiologiques et une résistance cellulaire
intrinséque.

La résistance liée aux conditions physiologiques fait référence a la notion de barrieres
physiologiques empéchant le médicament d'atteindre sa cible. Ces barri¢res peuvent
étre représentées par exemple par une diffusion limitée de la drogue dans la tumeur, ou
encore une irrigation sanguine insuffisante (CHARCOSSET, 1991).

La résistance cellulaire intrinséque correspond a un phénotype particulier exprimé par
une cellule tumorale dans une population. Ce phénotype lui permet de résister a 'effet
cytotoxique d'une ou plusieurs drogueé antitumorales et est transmissible a sa
descendance. Ces mécanismes biochimiques de résistance ont généralement une origine
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génétique et surviennent soit par mutation, soit par modification de l'expression de
protéines normales.
Les différents mécanismes de résistance cellulaire intrinséque sont représentés dans le

tabieau 3.

Défaut de disponibilité du médicament dans la cellule cancereuse par diminution de

I'entrée ou par augmentation de l'efflux

Défaut d'activation du médicament lorsque celle ci est requise pour l'activité.

Augmentation de la détoxification du médicament par des mécanismes spécifiques ou
aspécifiques.

Altération quantitative ou qualitative de la cible ultime du médicament.

Réparation des Iésions occasionnées par le médicament.

Tableau 3: Différents mécanismes de résistance intrinseéque de la cellule tumorale
(d'aprés ROBERT, 1992).

3.6.2. Résistance tumorale aux anthracyclines.

Trois mécanismes principaux semblent intervenir dans ce type de résistance tumorale

aux anthracyclines.

3.6.2.1. Augmentation de 'efflux cellulaire de la drogue: role de la
glycoprotéine P.

Ce phénomene met en jeu une pompe membranaire active chassant hors de la cellule de
nombreux médicaments hydrophobes de structure et de mécanismes d'action variés.
Cette pompe appelée glycoprotéine P (Pgp), est le support moléculaire de la "multidrug
résistance"(MDR). La résistance est alors croisée entre plusieurs classes
d'anticancéreux, notamment entre les intercalants (anthracyclines, acridines,
ellipticines), les poisons fusoriaux, et les inhibiteurs de topoisomérase Il comme les
épipodophyllotoxines. Chez I'homme, la Pgp est codée par le géne mdrl situé sur le
chomosome 7. Elle est généralement surexprimée dans les cellules résistantes,
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constituant alors la majorité des protéines transmembranaires. Dans les tissus humains
normaux, la Pgp est retrouvée dans le foie, le rein, le colon, I'intestin gréle et le
pancréas, exercant peut-&tre une fonction de protection de ces organes. Le rdle isolé de
la Pgp comme médiateur de Ia résistance multidrogue est néanmoins discutable puisque
certaines tumeurs résistantes possédant le phénotype MDR n'expriment pas cette
glycoprotéine (ROBERT, 1992).

3.6.2.2. Modification qualitative de la cible: Altérations des topoisomérases II.
Certaines altérations, spécifiques ou non, de cette cible communes a plusieurs
médicaments anticancéreux ont pour résultat une résistance croisée des cellules a ces
médicaments, résistance appelée "multidrug résistance atypique" (AT-MDR). Les
drogues engendrant cette AT-MDR sont les intercalants (anthracyclines, acridines) et
des agents non-intercalants comme les épipodophyllotoxines. Les lignées résistantes par
ce mécanisme sont caractérisées par une diminution des cassures de I'ADN induites par
la drogue ainsi qu'une diminution de l'activité topoisomérase II. L'identification des
altérations moléculaires a l'origine des modifications phénotypiques de cette enzyme n'a
pas encore été réalisée (ROBERT, 1992).

Les anthracyclines peuvent donc &tre a l'origine de plusieurs mécanismes de "multidrug
resistance". Les conditions dans lesquelles 1'un ou l'autre de ces mécanismes sera
sélectionné sont encore obscures, mais il est devenu évident que la méme lignée
cellulaire peut exprimer simultanément plusieurs mécanismes distincts & des degrés
variables. Les lignées purement MDR ou AT-MDR ne sont pas forcément les plus
fréquentes et semblent correspondre aux premiers stades de résistance.

3.7.2.3. Augmentation des syst¢mes de défense antiradicalaires.

Les roles joués par ces systemes dans la résistance tumorale seront développés dans le

chapitre Adriamycine et radicaux libres.
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LES ESPECES REACTIVES DE L’OXYGENE

1. LA MOLECULE D’OXYGENE.

L’oxygene moléculaire (02) est I’élément vital par excellence. Mis a part quelques
microorganismes et notamment les bactéries anaérobies, tous les animaux et les plantes
nécessitent de I’oxygeéne pour produire leur énergie. La molécule est stable et peu
réactive par elle-méme. Cependant, dans certaines conditions métaboliques, elle peut étre
potentiellement nocive en donnant naissance a des espéces trés réactives appelées especes
réactives de l'oxygene (ERO).

2. LES RADICAUX LIBRES OXYGENES.

On définit par radicaux libres tout atome, molécule, groupe d’atomes ou molécules
possédant un €lectron non apparié sur son orbitale périphérique. L’électron célibataire
confere aux radicaux une certaine instabilité ainsi qu’une grande réactivité. Les radicaux
vont chercher a réapparier au plus vite leur électron. S’ils ne sont pas éliminés, ils vont
réagir tres rapidement avec des molécules environnantes, et par le fait &tre & I’ origine de
processus toxiques (EMERIT et coll, 1986). Cette toxicité, si elle est bénéfique par
exemple dans la cadre de la défense antibactérienne, peut également &tre néfaste par
destruction des membranes cellulaires, ainsi que par I’entretien de réactions
inflammatoires.

3. LES DIFFERENTES ESPECES REACTIVES DE L'OXYGENE.

La génération de ERO implique I’activation de I’oxygeéne moléculaire soit par gain
d’énergie (excitation), soit par gain d’électron (réduction).

3.1. L’OXYGENE SINGULET (102).

I1 résulte essentiellement de I’activation photochimique de 1’oxygene, ainsi que de la
dismutation spontanée des anions superoxydes. Ce n’est pas un radical au sens strict
mais il en possede le comportement. L’oxygene singulet est trés instable et extrémement
réactif : sa durée de vie est de I’ordre de 2 us. Deux formes différentes selon leur niveau
d'énergie sont décrites: A O2 et 3 O2.
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3.2. L’ANION SUPEROXYDE (02°°)-

Il provient de la réduction monovalente de I’ oxygéne moléculaire.

NADPH oxydase

02 + e 02° ~

C’est une molécule instable, relativement peu réactive.

3.3. LE PEROXYDE D’HY DROGENE (H202).

11 est formé par dismutation de deux anions superoxydes. La réaction est catalysée par la
superoxyde dismutase (SOD).

202 "+ 2H 7 SOD p H202+02

Le peroxyde d’hydrogene n’est pas un radical puisqu’il ne posse¢de pas d’électron non
apparié. Cependant, c’est un puissant oxydant capable en présence d’ions ferreux de
produire le radical hydroxyle °OH hautement toxique. Il fait donc partie des especes
réactives de l'oxygene.

3.4. LE RADICAL HYDROXYLE (°OH).

Il est formé par réduction de H202 par les métaux de transition et notamment le fer
ferreux. Ce processus est appelé réaction de FENTON.

Fe?* + H202 —— g Fe3+ 4 OH- + °OH

La réaction précédente fait partie du cycle d'HABER-WEISS. La réaction globale de ce
cycle montre que l'interaction entre l'anion superoxyde et le peroxyde d’hydrogene
.donne naissance au radical hydroxyle.

Fe3+ + o2° g FRe2t 4+ 02

Fe2* + H202 — g Fe3t + OH + °CH

02° + 02 ————— = 02 + OH + °CH
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°OH est une espéce extrémement réactive et tres toxique en biologie. Il a une demi-vie
trés courte de 'ordre de 10-0 secondes. C’est un oxydant puissant qui peut initier des
réactions radicalaires en chaine par interactions avec la plupart des molécules

biologiques, notament les lipides, les protéines, et les acides nucléiques.
3.5. LES RADICAUX PEROXYLES (ROO°) ET ALCOXYLES (RO®).

Ils sont générés par I’ attaque d’un radical, le plus souvent °OH, sur les chaines d’acides
gras polyinsaturés. Bien que peu réactifs, ils sont a I’origine de réactions en chaine dont

la plus connue est la peroxydation lipidique. Leur demi-vie est de l'ordre de 10-3
secondes.

3.6. L'OZONE (03).
L'ozone n'est pas un radical puisqu'il ne posséde pas d'électron non apparié. Bien que le
mécanisme biochimique ne soit pas connu, cet élément pourrait donner naissance a

I'anion superoxyde et au radical *°OH. I serait impliqué dans des processus toxique,
notamment au niveau pulmonaire.
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Figure 1: Les Especes réactives de l'oxygene
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4. DIFFERENTES SOURCES DE PRODUCTION DES ESPECES
REACTIVES DE L'OXYGENE.

Les RLO résuitent d’une réduction univaiente ou divalente de I’ oxygeéne moléculaire et
sont produits en grande majorit€ par des réactions enzymatiques impliquées dans le
maintien des fonctions de I’organisme. Parmi les enzymes les plus connues figurent la
NADPH oxydase du polynucléaire neutrophile (GABIT et coll, 1979) et la cytochrome
oxydase de la chaine respiratoire mitochondriale (FRIDOVICH, 1978). Cette derniére
catalyse la réduction tétravalente de plus de 95% de 1'oxygene consommé dans les
cellules vivantes. Cependant, lors du métabolisme mitochondrial d'une cellule, 5% de
l'oxygene suit une voie de réduction mono ou divalente. Des réactions non enzymatiques
entre I’oXygene et certains composés organiques peuvent aussi générer des RLO.

Le tableau ci-dessous regroupe les différentes sources de radicaux oxygénés (tab 4).

REACTIONS D’AUTO-OXYDATION

Flavines (FADH2 , FMNH?2)
Quinones

Hémoglobine

Meélanine
Tétrahydroptéridines

REACTIONS ENZYMATIQUES

Aldéhydes oxydases

NADPH cytochrome P-450 réductase
NADPH oxydase

Xanthine oxydase

Lipooxygénase

tryptophane dioxygénase
Ferrédoxine (P-430)

ORIGINE CELLULAIRE

Chaine respiratoire mitochondriale et microsomale
Leucocytes et macrophages lors de la phagocytose
Aggrégation plaquettaire

FACTEURS ENVIRONNEMENTAUX

Ultra-violets
Ultrasons
Radiations ionisantes
Ions métalliques
Me¢édicaments
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5. CIBLES ET DEGATS ENGENDRES PAR LES ESPECES REACTIVES
DE L'OXYGENE.

La production radicalaire est un phénomene physiologique. Elle se fait la plupart du
temps sans conséquences pathologiques car elle est contrdlée par des systemes de
défense de nature enzymatique (SOD, Catalase, GPX) et non-enzymatique (Vitamines C,
E, Caroténoides). Cependant, lorsque ces systtmes de protection sont dépassés
(hyperproduction radicalaire) ou insuffisants (diminution des défenses radiacalaires
survenant par exemple au cours de pathologies chroniques), la neutralisation des
radicaux libres va faire intervenir d’autres systemes cellulaires tels que les protéines, les
acides nucléiques, et les lipides membranaires. L’altération de ces différents systemes

sera alors a I’ origine d’effets tissulaires toxiques.
5.1. ALTERATION DES PROTEINES (DAVIES et coll, 1987).

Elle est due essentiellement au radical hydroxyle ou & I’association °OH, 02°-,02. °OH
attaque les chaines peptidiques au niveau d’un carbonne alpha conduisant a la formation
d’intermédiaires radicalaires puis a un iminopeptide instable (fig 2). La protéine peut
alors se cliver, s’aggréger par formation notamment de ponts bi-tyrosine. Ses structures
primaires, secondaires ou tertiaires peuvent également étre modifiées.

Les acides-aminés les plus sensibles aux ERO sont ceux possédant un cycle aromatique
(tryptophane, tyrosine) ou un groupement sulfhydryle (cystéine, méthionine). De
nombreuses enzymes cellulaires ainsi que des protéines de transport membranaire sont
altérées lors de I’oxydation de leurs groupements thiols par les ERO.

Les protéines modifiées par oxydation sont enfin beaucoup plus sensibles a I’action de
protéases spécifiques.

Les dénaturations protéiques d’origine radicalaire sont impliquées dans les pathologies

comme la cataracte, la polyarthrite rhumatoide et I’ athéroslérose.
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Figure 2 : attaque d'un peptide par le radical “OH.
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5.2. ALTERATION DES ACIDES NUCLEIQUES.

Les acides nucléiques sont trés sensibles a I’attaque des RLO. L'attaque du radical *°OH
sur ia molécuie d'ADN va modifier les bases puriques et pyrimidiques, entrainant
notamment la conversion de la thymine en 5,6-dihydroxy-5,6-dihydrothymine (thymine
glycol) et I'hydroxylation de la guanine en 8-hydroxyguanine (CADET et coll, 1993).
Ces modifications peuvent s'accompagner de mutations ponctuelles ou de ruptures de
brins. Les dénaturations engendrées ont alors de graves conséquences sur la replication
ainsi que sur la synth¢se des protéines. Ce processus d'altération de 'ADN pourrait €tre
impliqué dans la génése de certains cancers.

5.3. ALTERATION DES LIPIDES MEMBRANAIRES.

Les membranes cellulaires sont trés riches en phospholipides basés sur différents
modeles dont les plus connus sont les lécithines et les sphyngomyélines. La
peroxydation de ces phospholipides est définie comme la détérioration oxydative des
acides gras polyinsaturés (AGPI) qui les composent. Les AGPI sont des molécules
extremement sensibles aux attaques radicalaires; parmi ceux-ci, l'acide arachidonique,

l'acide linolénique, et l'acide eicosapenténoique sont particulierement fragiles.
5.3.1. Le processus de peroxydation lipidique.

5.3.1.1. Initiation.
L'initiation de la peroxydation résulte de l'attaque d'une espeéce radicalaire suffisament
réactive sur un groupement méthylene situé entre deux doubles liaisons de 1'acide gras
pour en arracher un atome d'hydrogene et former un radical carboné. Ce radical va se

stabiliser par réarrangement moléculaire interne pour donner un diéne conjugué qui peut

réagir avec l'oxygeéne moléculaire et générer un radical peroxyle.

— CH2 — + °“OH —§p H20 + — CH —

—CH — + @2 —% — CH —

0o-C
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5.3.1.2. Propagation.

Le radical peroxyle va, pour se stabiliser, arracher un atome d'hydrogéne d'un acide gras

voisin, aboutissant & la formation d'un hydroperoxyde et d'un nouveau radical carboné

entretenant le processus de peroxydation.

—(|3H—+—CH2— —» —H— + — CH—
|
oYey OOH

Les hydroperoxydes sont instables, mais peu réactionnels. Ils peuvent cependant évoluer
de différentes facons:
-En présence de fer (fe2+), ils sont convertis en radicaux alcoxyles capables de relancer

une nouvelle peroxydation.

—— CH— +Fe2+ > FH + Fe3+ + OH-

I
O— OH o

-Dégradation en plusieurs produits et notamment en dialdéhydes tels que le
malondialdehyde (MDA) et le 4-hydroxynonénal.

Le MDA est une molécule treés toxique car elle a la capacité de se lier in vivo aux
protéines, lipides, et acides nucléiques pour en modifier le comportement. Il entraine
alors une inactivation progressive de la cellule, voire une rupture membranaire (SIU et
coll, 1982).

5.3.1.3 Terminaison.
La réaction en chaine s'arrete lorsque deux radicaux libres appartenant ou non a la méme

molécule interagissent en créant des ponts entre eux. Elle est également freinée par la
rencontre de molécules piegeuses de radicaux comme la vitamine E membranaire.
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Radical carboné
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Hydroperoxyde
o Fe2+ /\/W\/\/\/\_/\/\ODOH
Peroxydecyclique
o
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Figure 3: peroxydation de l'acide arachidonique (d'aprées HALLIWELL et
GUTTERIDGE, 1989).
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5.3.2. Conséquences cellulaires de la peroxydation lipidique.

L'attaque radicalaire des acides gras insaturés et la lipoperoxydation qui en résulte sont &
l'origine d'une désorganisation profonde de l'architecture membranaire: réarrangement
des doubles-liaisons, pontages intra et inter-moléculaires. La membrane cellulaire perd
ainsi sa fluidité et se fragilise avec des retentissements sur ses fonctions de perméabilité
et de transfert de l'information.

Le tableau 5 résume les principales altérations cellulaires faisant suite a l'attaque

radicalaire.
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ALTERATION DE LA BICOUCHE LIPIDIQUE

Diminution de la fluidité membranaire
Augmentation de la charge négative de surface
Apparition d'une conductivité pour les protons

Perte de la stabilité €lectrique et accroissement non spécifique de perméabilité

MODIFICATIONS DES MEMBRANES ET DES ORGANITES CELLULAIRES

Inactivation des enzymes membranaires
Oxydation des groupements thiols et accroissement de la perméabilité
Découplage Oxydation-Phosphorylation
Oedeme et gonflement des mitochondries
Inhibition de la chaine respiratoire mitochondriale
Perturbation du syst¢me d'hydroxylation hépatique
Décharge d'enzymes lysosomiales
Activation des phosphorylases membranaires

CHANGEMENTS DU METABOLISME ET DU COMPORTEMENT
CELLULAIRE

Destruction des tocophérols, des thiols, et des stéroides
Redistributon des ions intracellulaires

Ralentissement de la division cellulaire

Tableau 5 : Les Principales conséquences cellulaires des attaques radicalaires (d'aprés
EMERIT et coll, 1986).
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6. MECANISMES DE DETOXIFICATION DES ESPECES REACTIVES
DE L'OXYGENE.

Les ERO sont des especes potentiellement réactives et dangereuses pour ies tissus. Ces
derniers sont donc équipés de différents systtmes de lutter contre les exces de
production radicalaire afin de maintenir celle-ci a un niveau physiologique.

Les systemes de protection peuvent tre divisés en deux groupes: enzymatiques et non

enzymatiques.

6.1. LES ENZYMES DE LA LUTTE ANTIRADICALAIRE.

6.1.1. Les enzymes de destruction des superoxydes (O2°-).
6.1.1.1. Les superoxydes dismutases (SOD).

Ces métalloenzymes catalysent la dismutation de l'anion superoxyde en eau oxygénée

suivant la réaction:

202°- + 2H+ —p 02 + H202

La vitesse spontanée de cette réaction est multipliée par 10% en présence de I'enzyme.
Plusieurs formes de SOD ont ét€ isolées et classées selon leurs localisations et/ou les
métaux qu'elles contiennent (FRIDOVICH,1977).

-La Cu Zn SOD cytosolique est un dimere. Chaque sous-unité contient un atome de
cuivre et un atome de zinc, ce dernier n'ayant pas de role catalytique mais une fonction
stabilisatrice de I'enzyme.

-La Cu Zn SOD extracellulaire est un tétramére contenant aussi un atome de cuivre et un
atome de zinc par sous-unité. Cette enzyme se présente sous trois formes A, B et C. La
forme C est prépondérante et fixée fortement aux membranes des cellules endothéliales.
-La Mn SOD est selon les especes un dimere ou un tétrameére contenant généralement un
atome de manganése par sous-unité. Elle est localisée dans la matrice mitochondriale.

-La Fe SOD n'est présente que chez les bactéries et les plantes.
6.1.1.2. Autres enzymes.
-La thioredoxine réductase peut utiliser les superoxydes aussi bien que les peroxydes.

Elle joue un role important au niveau de la peau ou I'activit€ SOD est faible.
-L'indolamine 2-3 dioxygénase, présente dans le cytosol des kératinocytes.
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6.1.1.3. La céruléoplasmine.

La ceruléoplasmine est une oxydase a cuivre qui contient 95% du cuivre circulant
(GUTTERIDGE, 1984). C'est une protéine de la phase aigue de l'inflammation qui
présente plusieurs activités biologiques: pour certains auteurs, elle posséderait un effet
"SOD-like" avec cependant une moins grande effi icacité que la SOD. Son activité
ferroxydasique (oxydation du Fe2+ en Fe3*) lui permet également de diminuer les
réactions radicalaires secondaires a la présence de fer ferreux.

6.1.2. Les enzymes de destruction des peroxydes.
6.1.2.1. La catalase

La catalase est un tétramere contenant un atome de Fe3+ par sous-unité. Elle assure la
dismutation du peroxyde d'hydrogéne en oxygeéne et eau.

2H202 —=» 2H20 + O2
L'activité catalasique est localisée, chez I'animal, dans les péroxysomes.
6.1.2.2. Les glutathion peroxydases (GPX) (REDDY et coll, 1983).
-La GPX séléno-dépendante est un tétramere possédant un atome de sélénium solidement

1i€ au site actif de chacunes de ses 4 sous-unités. Elle catalyse la réduction du peroxyde
d'hydrogene ou des peroxydes organiques en présence de glutathion réduit.

ROOCH ROH + H20
ou +2GSH —®» GSSG + ou
H202 2 H20

Le maintien de son activité implique le recyclage du glutathion réduit par la glutathion
réductase et la glucose-6-phosphte deshydrogénase. Les globules rouges, le plasma, la
rate, les poumons ne contiennent que la GPX séléno dépendante. Chez I'homme, cette
enzyme est retrouvée en grande quantité dans le foie et les érythrocytes.

-La Phospholipide GPX, monomérique ou tétramérique est présente dans le cytosol des

cellules humaines mais n'exerce son activité¢ uniquement dans la membrane pour réduire
les phospholipides oxydés (URSINI et coll, 1985).
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6.1.2.3. Les glutathion S-transférases.

Ces enzymes catalysent des réactions de détoxification de composés électrophiles

(drogues, xénobiotiques....) en liant ceux-ci de fagon covalente au giutathion réduit.

GSH + R-CE ———® GS-R + HCE

Elles ont également une activité peroxydasique envers les hydroperoxydes, mais ne
métabolisent pas le peroxyde d'hydrogene.

6.2. LES SYSTEMES DE DEFENSE NON ENZYMATIQUES.

Ils regroupent les molécules capables de fixer ou dégrader les radicaux libres en étant
elles-mémes modifiées ou détruites. Parmi ces antioxydants on distingue les scavengers
neutralisant plutdt le radical °OH et les atténuateurs piégeant plutot I'oxygeéne singulet.

6.2.1. Les vitamines liposolubles.
6.2.1.1. La vitamine E ou alpha tocophérol.

Quatre tocophérols sont connus, 1'alpha tocophérol étant biologiquement le plus connu et
son nom classiquement confondu a celui de la vit E.

Elle siege de fagon prépondérante dans les membranes cellulaires. Son activité
antioxydante majeure consiste a réagir avec les radicaux peroxyles et alcoxyles de la
chaine de peroxydation (DEL MAESTRO et coll, 1980). La susceptibilité des lipides
membranaires a la peroxydation est directement liée a la concentration en vitamine E de la

membrane.
ROO° + TH ——p ROOH + T°
RO° + TH ~——— ROH + T°

Le radical tocophéryl (T°) formé est relativement stable et interrompt l'étape de

propagation radicalaire.
6.1.2.2. Les caroténoides (KRINSKY, 1988).
Ils combattent 1'effet toxique de 'oxygene singulet au niveau des tissus exposés a une

photoagression. Ce sont aussi des pi¢geurs de radicaux peroxyles. Localement, ils

protegent la rétine riche en acides gras polyinsaturés contre la lipoperoxydation.
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6.1.2.3. La vitamine A et l'acide rétinoique (SAMOKYSIN et coll, 1990; VILE
et coll, 1988a).
Ils agissent tous les deux en tant que scavengers de 1'oxygene singulet et des radicaux

peroxyles.
6.2.2. Les vitamines hydrosolubles et autres scavengers.
6.2.2.1 L'acide ascorbique ou vitamine C (HALLIWELL et coll, 1976).

Son activité antioxydante reléve de deux mécanismes:

-piegeage des radicaux O2°-, °OH et peroxyles.

-Régénération de la vitamine E oxydée (tocophéryl) en vit E native.

Pour certains auteurs, ses propriétés antioxydantes ne s'exprimerait qu'a forte
concentration; a faible concentration comme au niveau plasmatique, elle pourrait plutdt
joure le rdle d'oxydant. De plus, en présence de cuivre ou de fer, elle peut former un

puissant syst¢me prooxydant générateur d'*OH et d'H202.
6.2.2.2. Le gluthation réduit (KILAASEN et coll, 1969).

Le gluthation réduit est le cofacteur de nombreuses enzymes antioxydantes. Il a aussi un
effet protecteur direct en piegeant les radicaux par des réactions non enzymatiques: c'est

un puissant détoxifiant de xénobiotiques.
6.2.2.3. Les métallothionéines (FAVIER, 1992).

Ce sont de petites protéines trés riches en cystéine (50% des acides-aminés de la
molécule) présentes dans le cytosol de la cellule. Leur action antioxydante peut étre

directe ou indirecte:

-directe par l'intermédiaire des groupements thiols pi¢geurs des radicaux comme °OH et
02°-

-indirecte par leurs propriétés chélatrices de métaux catalyseurs de réaction de FENTON.
Leur synthese est induite par I'administration de zinc ainsi que par les radiations UV et

l'alcool.
6.2.2.4. Autres molécules (FAVIER, 1992).
Des molécules comme le glucose, la créatinine, l'acide urique sont considérées

physiologiquement comme antioxydante. Cependant, elles ne possedent pas la puissance
des systémes décrits auparavant et par conséquent ne jouent qu'un role mineur dans la
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protection contre les radicaux libres.

Parmi les oligoéléments, le zinc aurait une importance capitale dans la défense

antiradicalaire: il serait impliqué dans piusieurs processus charniéres de luite

antiradicalaire.

-cofacteur de la CU ZN SOD (stabilisateur de I'enzyme).

-inducteur de synthése des métallothionéines.

-protecteur des groupements thiols contre les dommages catalysés par le fer.

-inhibiteur de réaction de FENTON catalysée par le fer.

-protecteur des membranes cellulaires.

Les principaux antioxydants biologiques et leurs localisations sont résumés dans le

tableau 6.
RADICAUX SYSTEMES LOCALISATIONS
ANTIOXYDANTS
02°- CuZn SOD Cytosol
Superoxyde Mn SOD Mitochondrie
Ascorbate Ubiquitaire
Glutathion réduit Ubiquitaire
H202 Catalase Peroxysomes
Peroxyde d'hydrogéne GPX séléno dépendante Mitochondrie, cytosol

Glutathion réduit Ubiquitaire
°OH Formate Ubiquitaire
Hydroxyle Acides gras insaturés Membranes
Vitamine E Membranes
Sucres Ubiquitaire
102 Beta carotcne Membranes
Oxygéne singulet Acides gras insaturés Membranes
Glutathion réduit Ubiquitaire
~ Vitamine E Membranes

Acides aminés Cytosol
H20 Ubiquitaire

Tableau 6 : Principaux systemes antioxydants biologiques et leurs localisations
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ADRIAMYCINE ET RADICAUX LIBRES.

L'activité biologique et la toxicité d'un grand nombre de drogues antitumorales peuvent
étre liées a des réactions d'oxydo-réduction et a la production d'espéces réactives de
l'oxygene. Parmi ces drogues, l'adriamycine, du fait de son formidable potentiel

antitumoral, est celle dont le mécanisme d'action radicalaire a suscité le plus d'intérét.
1. LES MECANISMES DE PRODUCTION RADICALAIRE.

La production de radicaux libres par I'ADR est étroitement liée a la structure chimique

de cette molécule.
1.1. STRUCTURE DE L'ADRIAMY CINE.

La structure de I'ADR comprend deux parties distinctes:
-un tétracycle aglycone quinonique dérivé du naphtacéne et insoluble dans l'eau.
-un sucre aminé, la daunosamine, hydrosoluble, fixé sur le carbone 7 de 1'aglycone.

Figure 4: structure de l'adriamycine.

Plusieurs parties de la molécule peuvent jouer un rdle dans les phénomenes radicalaires:
-le cycle C est une quinone susceptible de générer un radical semiquinone apres

réduction chimique ou enzymatique a un électron.
-le cycle B est une hydroquinone activable en radical semiquinone aprés oxydation & un

électron.
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-les atomes d'oxygene en C11 et C12 représentent probablement le site de chélation du

fer.
i.2. LE CYCLE D'OXYDO-REDUCTION DE L'ADRIAMY CINE.

GOODMAN et HOCHSTEIN (1977) sont les premiers & observer, sur un modele
microsomal, que la cytochrome P-450 réductase, en présence d'ADR et de NADPH,
consomme de l'oxygeéne. Sur un modele identique, SATO et coll (1977) mettent en
évidence par résonance paramagnétique électronique un signal correspondant au radical
semiquinone et aux radicaux oxygénés. La conjonction de ces deux expériences permet
alors de définir le cycle d'oxydo-réduction de I'ADR.

La réduction mono€lectronique, de nature enzymatique ou chimique, de I'ADR aboutit
a la formation d'un intermédiaire instable, le radical semiquinone (ADR-SQ) . Ce
radical réagit alors rapidement avec 'oxygéne moléculaire pour redonner I'ADR initiale
et générer l'anion superoxyde (O2°") qui est le premier maillon de la chaine radicalaire
(voir figure 5). Ce cycle peut fonctionner tant que de I'oxygéne moléculaire reste

disponible pour l'alimenter.
1.2.1. Les enzymes du cycle d'oxydo-réduction.

Les enzymes catalysant la réduction monoélectronique de I'ADR ne sont pas
spécifiques a ce médicament. Ce sont les flavoenzymes réparties a tous les niveaux de
la cellule (POWIS, 1989). Parmi les plus importantes figurent :

-La NADPH cytochrome P-450 réductase présente dans les réticulums endoplasmiques
et sarcoplasmiques cellulaires.

-La NADH déhydrogénase mitochondriale.

-La xanthine-oxydase présente dans le cytoplasme cellulaire.

1.2.2. Especes radicalaires produites lors du cycle d'oxydo-réduction de ' ADR.

La pression partielle en oxygene ambiant est un facteur déterminant conditionnant la
nature des especes radicalaires produites par 'oxydo-réduction de I'ADR. A partir de

I'ADR-SQ, plusieurs voies sont donc possibles:

-En aérobiose, la production de 1'anion superoxyde est privilegi€e. Celui-ci peut, par des
mécanismes type FENTON et HABER-WEISS, donner naissance au radical hydroxyle
impliqué dans différents effets biologiques comme la peroxydation lipidique, la

peroxydation protéique, et les cassures de 'ADN.

31




Adriamycine et radicaux libres

-En anaérobiose ou & de faibles pressions partielles en oxygene, deux réactions sont
décrites:

Une réaction directe entre I'ADR-SQ et le peroxyde d'hydrogéne en présence de
concentrations catalytiques de fer génére le radical hydroxyle ou une espece "°OH like"
mimant son activité et appelée crypto-hydroxyl radical. Ce mécanisme aurait un role
important dans l'activité antitumorale de I'ADR lorsque des conditions physiologiques
similaires sont rencontrées (WINTERBOURN et coll, 1985).

L'ADR-SQ, instable, perd son groupement daunosamine et se transforme en un
nouveau radical, le radical C7. Ce dernier peut se lier de fagon covalente aux
macromolécules cellulaires ou devenir, aprés réduction, un produit relativement stable,
le C7-déoxyaglycone. Une forme tautomere du C7-déoxyaglycone, le C7-quinone
méthide serait un produit potentiellement toxique pour les cellules tumorales (SINHA
et coll, 1984).

Le cycle d'oxydo-réduction de I'ADR et les différentes espéces produites sont

représentés dans la figure 5.
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Figure 5: cycle red-ox de 'ADR (d'apres SINHA et coll, 1984).
1.3. ADRIAMY CINE ET COMPLEXES METALLIQUES.
Une des propriétés des anthracyclines et donc de I'ADR est leur capacité a former de

treés solides complexes avec le fer ainsi qu’avec d’autres ions metalliques. Ces
complexes pourraient €tre la forme active de la drogue in vivo (POWIS, 1989).
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1.3.1. Les complexes ferriques.

L’ ADR forme un complexe avec le fer ferrique Fe3+ dans lequel trois molécules d'ADR
sont liées a une molécule de fer; la constante de stabilité de ce compiexe, aux environs

de 1039, est I’'une des plus élevée pour un complexe ferrique.
1.3.1.1. Sources de fer.

Les concentrations en fer libre sont trés basses dans 1’organisme. La formation des
complexes ferriques impose donc 1’accessibilité de I’ADR aux différents sites de
stockage du fer. DEMANT et coll (1986) ont montré que le fer lié a la transferrine était
accessible 2 I’ ADR. Cette derniére est aussi capable d'extraire le fer Fe3+ de la ferritine,
forme majeure de stockage du fer dans la cellule. Cette réaction est facilitée par la
réduction du fer (III) en fer (II) par I'ADR-semiquinone ou I'anion superoxyde
(MONTEIRO et coll, 1988).

1.3.1.2. Production radicalaire par le complexe fer-ADR.
Deux mécanismes distincts permettent la génération de radicaux libres oxygénés:
-le premier nécessite la présence d'un systeme réducteur exogeéne au complexe.

-le second dépend d'un transfert intramoléculaire d'électron (KEIZER, 1990).

En présence d’un systéme réducteur exogene au complexe.

Le complexe ADR-Fe3+ est réduit en ADR-Fe?+ aussi bien enzymatiquement par la
NADPH cytochrome P-450 réductase que par les molécules a groupements thiols
comme la cystéine et le glutathion. Lors de cette réduction, aucun métabolite de ’ADR
n’est formé. Le complexe ADR-Fe2+ peut réagir avec 1'oxygéne moléculaire ou le
peroxyde d'hydrogéne pour former respectivement l'anion superoxyde et le radical
hydroxyle. En présence d'une quantité suffisante de glutathion réduit, ce cycle d'oxydo-
réduction peut fonctionner indéfiniment. In vitro, la production de radicaux est inhibée
par le 4-7 diphényl 1-10 phénantroline sulfonate, un chélateur spécifique du fer Fe2+
indiquant que ce dernier est formé pendant la réaction.

La réduction du complexe ADR-Fe3+ et les espéces radicalaires produites sont

représentées dans la figure 6.
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Figure 6: réduction du complexe ADR-Fe3+

Transfert intramoléculaire d'électron.

Le complexe ADR-Fe3+ peut réduire le fer chélaté par un transfert intramoléculaire

d’électron, soit par oxydation du cycle hydroquinonique aboutissant & la formation d'un

radical semiquinone oxydé, soit par oxydation de la chaine latérale en C9. Les

oxydations successives de la chaine latérale aboutiront & terme a la formation d'un
métabolite oxydé de I'ADR appelé 9-COOH-doxorubicine. Les radicaux oxygénés
produits lors de cette réaction sont le superoxyde et le radical hydroxyle.

Le mécanisme de cette réaction est schématisé dans la figure 7.
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Adr-Fe3+
AdroFe2+
H202 02
°OH 02°-
AdIOX-Fez"'
H202 02
°OH Q2°-
AdrOX Fe3t
9-COOH-Adr

Figure 7: autoréduction du complexe ADR-Fe3+

Au sein du complexe, le fer joue donc un rdle capital puisque sa réduction permet la
génération d'especes radicalaires oxygénées toxiques.

L'aptitude de I'ADR a former des complexes avec le fer peut également affecter la
croissance cellulaire en complexant le fer nécessaire au métabolisme cellulaire. Les
besoins en fer pour une division rapide des cellules, telles que les cellules cancéreuses,
les cellules de la muqueuse intestinale et de la peau sont trés importants. Par
conséquent, ces tissus seront les plus affectés par la déplétion en fer provoquée par
I'ADR.

1.3.2. Autres complexes métalliques.

L'ADR est capable de former un complexe avec la plupart des métaux de transition,
mais le complexe avec le cuivre est celui qui a suscité le plus grand intéret. L’ ADR
forme avec le cuivre Cu?* un complexe de coefficient stochiométrique 1/1 et de
constante de stabilité de 1018, Ce chélate a la capacité, comme celui du fer, de réduire
I'oxygeéne moléculaire en anion superoxyde. Cependant, en présence de glutathion
réduit, le complexe cuivrique est instable et se dissocie, libérant alors de I'ADR libre
(HASINOFF et coll, 1988). Certains auteurs ont suggéré que le complexe ADR-Cu?+
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pourrait &tre la forme physiologique de la drogue dans le sang, argumentant sur la

relative abondance de cuivre par rapport au fer dans la circulation.

2. ROLE DES RADICAUX LIBRES DANS L'ACTIVITE ANTITUMORALE DE
L'ADRIAMYCINE.

Les mécanismes radicalaires de cytotoxicité de 'ADR ont suscité, jusqu'a ce jour, un
grand nombre de travaux. Cependant, une question reste toujours d'actualité: les
radicaux libres issus du métabolisme de I'ADR jouent ils un role & part entiére dans
l'activité antitumorale de cette molécule, ou ne représentent t'ils qu'un des effets
secondaires génants accompagnant ['utilisation de ce produit.

L'intercalation et l'inhibition de la topoisomérase II constituent des mécanismes
privilégiés d'altération de I'ADN par I'ADR. Cependant, de nombreux auteurs ont
démontré que les radicaux libres oxygénés ainsi que certaines molécules radicalaires
issues du cycle d'oxydo-réduction de I'"ADR pouvaient avoir une action toxique sur
I'ADN.

2.1. Alkylation de I'ADN par les produits de réduction de 1'ADR.

Un agent alkylant est capable de remplacer un proton d'une molécule par un
groupement alkyle. La liaison des alkylants a I'ADN est irréversible et ne peut étre

séparée qu'apres excision.

-En aérobiose, la réduction chimique ou enzymatique de I'ADR aboutit a la formation
du radical semiquinone. Ce radical peut se comporter in vitro comme un agent alkylant
de 'ADN. L'importance de cette réaction est néanmoins limitée par le fait que I'ADR-
SQ est instable: sa demi-vie en milieu aérobie est inférieure a O,1 millisecondes. Dés
que ce radical est formé, il réagit trés rapidement avec 1'oxygene moléculaire, favorisant
ainsi la formation du superoxyde au dépend de la réaction d'alkylation (KEIZER et coll,
1990).

-En anaérobiose, un intermédiaire dans la formation du C7-déoxyaglycone, le C7-
radical est décrit par certains auteurs comme un alkylant potentiel de I'ADN. Cette
qualité est malgré tout contestée par d'autres auteurs qui évoquent une réactivité
insuffisante du C7-radical pour lui permettre d'engendrer ce type d'altération de 'ADN
(ABDELLA et coll, 1985).

La nature chimique exacte des résidus de réduction de I'ADR capables d'alkyler 'ADN
n'a pas été clairement élucidée (BARTOSZEK et coll, 1992). Cependant, ces dérivés
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existent et se lient & 'ADN avec un rapport de un adduit pour 12 2 15 nucléotides. Les
régions de I'ADN contenant de la guanine et de la cytosine seraient des sites
préférentiels d'alkylation (POWIS, 1989).

2.2. Dégradation de I'ADN par les especes réactives de l'oxygeéne issus du cycle
d'oxydo-réduction de 'ADR.

L'intercalation de I'ADR a l'intérieur de la double hélice d'ADN inhibe sa réduction
enzymatique, empéchant donc la formation in situ d'especes radicalaires. Parallelement,
les radicaux oxygénés provenant de la réduction cytoplasmique de I'ADR ne sont pas
assez stables pour diffuser dans le noyau. Pour avoir une action délétere sur I'ADN, les
radicaux doivent obligatoirement étre produits dans le noyau ou a proximité immédiate
de celui-ci. De récents travaux ont montré que ce phénomeéne est possible: des noyaux
isolés incubés avec du NADPH ont activé 'ADR en ADR-SQ détectée par résonance
paramagnétique €lectronique; ce radical, en présence d'oxygene, a donné naissance au
superoxyde et au radical hydroxyle (POWIS, 1989).

Le radical hydroxyle est trés toxique sur I'ADN puiqu'il provoque des mutations
ponctuelles ainsi que des cassures des brins de la double hélice (AKMAN et Coll,
1992).

2.3. Lésions de I'ADN induites par le complexe fer-ADR.

Le complexe ADR-Fer se lie fortement & I'ADN pour former un complexe ternaire
ADR-Fer-ADN trés stable et difficilement séparable (ELIOT et coll, 1984).
Contrairement a I'ADR intercalée, le complexe ternaire préserve ses capacités de
réduction de 1'oxygene moléculaire par un mécanisme thiol-dépendant. Ce complexe
ternaire est également beaucoup plus efficace que le complexe libre pour catalyser la
transformation du peroxyde d'hydrogéne en radical hydroxyle (MUINDI et coll,
1984)fig. 6). En effet, 'addition d'ADN a un milieu réactionnel contenant le complexe
ADR-fer et le peroxyde d'hydrogéne stimule la formation du radical *°OH de plus de
250% (POWIS, 1989).

Cette production radicalaire, en contact étroit avec la double hélice, a pour conséquence
un intense clivage de I'ADN. La catalase, les chélateurs du fer, et les scavengers du

radical °OH sont de bons protecteurs dans ce sysieme.
L'ADR, aprés réduction enzymatique ou par le biais du complexe avec le fer, donne

naissance a des especes alkylantes et & des ERO capables d'endommager 'ADN
cellulaire. La cytotoxicité de 'ADR ne se limite cependant pas a son activité€ sur I'ADN
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cellulaire. D'autres constituants de la cellule tumorale sont suceptibles d'étre également

altérés, comme par exemple les mitochondries et le réticulum endoplasmique.

3. ROLE DES RADICAUX LIBRES DANS LA CARDIOTOXICITE DE
L'ADRIAMYCINE.

La cardiotoxicité de ' ADR, comme nous 1'avons vu dans le chapitre" Adriamycine" peut
étre rattachée a la production de radicaux oxygénés par cette molécule et aux
phénomenes peroxydatifs qui en découlent.

Dans les cellules myocardiques, le métabolisme oxydatif de I'ADR se déroule au niveau
de deux sites principaux: le réticulum sarcoplasmique contenant la NADPH cytochrome
P450 réductase et les mitochondries contenant la NADH dehydrogénase (FU et coll,
1990). La réduction de I'ADR par la xanthine-oxydase cytoplasmique est de moindre
importance car le coeur humain est relativement déficient en cette enzyme (OLSON et
coll, 1990).

3.1. Toxicité sur les organelles
3.1.1. Altération du réticulum sarcoplasmique.(microsomes).

Peroxydation lipidique.

L'initiation du phénomene peroxydatif peut étre réalisée soit par le radical semiquinone
ou l'anion superoxyde par action directe sur les acides gras polyinsaturés, soit par les
radicaux hydroxyles issus du cycle d'HABER-WEISS ou provenant de la réduction
directe du peroxyde d'hydrogéne (MIMNAUGH et coll, 1981). La peroxydation
lipidique induite par I'ADR nécessite des concentrations catalytiques de fer et un
systeme réducteur (WINTERBOURN et coll, 1991).

Le fer semble jouer un role capital dans ce processus comme cela a ét€ démontré sur
plusieurs modeles:

La peroxydation de microsomes de coeur de souris est stimulée par l'ajout de fer dans le
milieu réactionnel (POWIS, 1989). Dans un autre modéle microsomal, la peroxydation
n'est que partiellement inhibée par la SOD et la catalase, mais elle est totalement
inhibée par I'EDTA qui est un puissant chélateur du fer (VILE et coll, 1988b).
MINOTTI (1989a,b) a observé que la peroxydation des lipides microsomaux
s'accompagne d'une réduction du fer (III) microsomal en fer (II). Fe (II) pourrait alors
participer a l'initiation du processus oxydatif puisque cette réaction est inhibée par la

déféroxamine.
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Dans tous ces modeles, un complexe contenant le fer ferreux catalyserait la
transformation des hydroperoxydes préexistants en radicaux alcoxyles. De trés faibles
quantités d'hydroperoxydes sont nécessaires au déclenchement de cette réaction. Les
radicaux lipidiques ainsi produits participeraient & des réactions en chaine entrainant
I'amplification du phénomene peroxydatif (WINTERBOURN et coll, 1991).

La peroxydation des lipides de la membrane microsomale s'accompagne d'une profonde
désorganisation de l'architecture de cette structure et pertube de ce fait l'activité

biologique de ces organelles

Altération des enzymes du reticulum sarcoplasmique

La réduction de I'ADR au niveau de la membrane microsomale géné¢re des especes
radicalaires capables d'inactiver les systtmes enzymatiques par oxydation de leurs
groupements thiols.

Parmi ces systemes enzymatiques, la Ca-ATPase, une enzyme riche en fonctions thiols,
est particulierement sensible aux esptces réactives de 'oxygene. Cette enzyme régule
I'homéostasie calcique au niveau de la cellule: elie favorise la recapture du calcium du
cytosol vers le réticulum endoplasmique L'oxydation de ses groupements thiols par les
ERO entraine une déplétion du stockage du calcium dans le réticulum endoplasmique
ainsi que son relarguage vers le cytoplasme cellulaire. HARRIS et coll.(1985) ont
montré que la séquestration du calcium dans des microsomes cardiaques de rats incubés
pendant 30 minutes avec de I'ADR (40 uM) et le systtme NADH/NADH
déhydrogénase était inhibée a 70%. Cette inhibition a ét€ atténuée par la catalase et le
glutathion réduit. Dans le méme type d'expérience, l'incubation de microsomes de coeur
de lapin avec de I'ADR (30 uM) et du NADPH a entrainé une consommation de 25%
des groupements thiols protéiques et une inhibition de 66% de l'activité de la Ca-
ATPase. Le glutathion la catalase, la déféroxamine, dans ce syst¢me, restaurent
presque totalement l'activité Ca-ATPasique, alors que les scavengers du radical °OH
(mannitol, benzoate) ainsi que la vitamine E sont sans effets (VILE et coll, 1990).

La surcharge intracytoplasmique en calcium consécutive a l'inhition de la Ca-ATPase
peut entrainer des altérations lors de la contraction et lors de la relaxation des

myofibrilles cardiaques.

3.1.2. Altération des mitochondries.

Les mitochondries sont trés abondantes dans le muscle cardiaque par rapport aux autres
organes. Leur attaque par les ERO issus du métabolisme oxydatif de I'ADR pourrait

alors avoir de graves conséquences sur le fonctionnement de ce muscle (FU et coll,
1990).
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Peroxydation lipidique

La réduction de I'ADR est réalisée au niveau du complexe 1 de la chaine respiratoire
mitochondriale. DOROSHOW (1983) a observé une production de radicaux
superoxydes et de peroxyde d'hydrogene dans les mitochondries de rats en présence
d'ADR et de NADH, malgré la présence naturelle de SOD et de catalase. Les capacités
de détoxification des ERO seraient insuffisantes dans ces organelles.

Les radicaux ainsi produits sont & I'origine de la peroxydation lipidique de la membrane
mitochondriale, ce phénoméne nécessitant in vitro la présence de fer (GRIFFIN-
GREEN et coll, 1988).

L'attaque radicalaire peut également entrainer une rigidification de la membrane
mitochondriale, ce qui altere sa fluidité (LIN et coll, 1992).

Le complexe ADR-fer stimule la peroxydation lipidique (POWIS, 1989). Il perturbe
également le transfert d'électrons dans la membrane mitochondriale.

Altération des enzymes mitochondriales.

Plusieurs systémes enzymatiques sont altérés suite a l'attaque radicalaire induite par
I'ADR.

-DEMAND et coll.(1991) ont rapporté une inhibition de la cytochrome C oxydase, une
enzyme de la chaine respiratoire mitochondriale. Cette réaction nécessite la présence de
fer et est inhibée par la déféroxamine.

-Les enzymes du cycle de KREBS tels l'isocitrate déhydrogénase, 1'alpha cétoglutarate
déhydrogénase, la succinate déhydrogénase, et la malate déshydrogénase sont riches en
groupements thiols. Leur altération perturbe le métabolisme énergétique de la cellule
(GEETHA et coll, 1992).

-Une inhibition de la Nat-K*ATPase a également été décrite (GEETHA et coll, 1992).
-L'altération de la Ca-ATPase, comme dans le cas du réticulum endoplasmique,
diminue la séquestration calcique par ces organelles et contribue également a la

surcharge intracytoplasmique en calcium.
3.1.3. Lésions ultrastructurales des mitochondries et des microsomes.

Les microsomes et les mitochondries sont donc deux sites privilégiés pour le
métabolisme radicalaire de I'ADR. Leur atteinte histologique a ét¢ démontré par des
études en microscopie électronique.

-Quatorze heures aprés injection d'une simple dose d'ADR a la souris, des changements
dans l'ultrastructure des microsomes et des mitochondries cardiaques apparaissent. Ces
lésions progressent en sé€vérité pour aboutir en 3 a 5 jours & une dégénération vacuolaire
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des microsomes et une dislocation des mitochondries, ce qui entraine une
désorganisation des myofibrilles (OLSON et coll, 1990).

-Des 1ésions identiques & celles décrites par OLSON sont observées in vitro par LEE et
coll.(1991) sur des muscles papillaires de coeur de rats en présence de 100 yuM d'ADR.
La catalase et le mannitol (scavenger spécifique du radical hydroxyle) réduisent

l'intensité de ces lésions.
3.2. Toxicité myocardique in vivo.

Les effets de la production radicalaire engendrée par I'ADR ont été observés dans le
muscle cardiaque lors d'études in vivo.

-L'injection d'une simple dose d'ADR a la souris s'accompagne en 48 heures d'une
augmentation tres significative du taux de MDA dans le myocarde (ODOM et coll,
1992).

-L'administration chronique d'ADR au lapin entraine une augmentation des
hydroperoxydes cardiaques mesurés par chimioluminescence (LLESUY et coll, 1990).
Dans une expérience parallele, I'administration de 4-épidoxorubicine, qui est une
anthracycline moins cardiotoxique et potentiellement moins génératrice de radicaux
libres que I'ADR, n'entraine pas d'augmentation du taux d'hydroperoxydes par

comparaison aux taux retrouvés chez les animaux non traités.

Chez l'animal, il existe une corrélation étroite entre la toxicité cardiaque des
anthracyclines in vivo et leur potentiel électrochimique de génération d'espéces
radicalaires oxygénées. Les dérivés 5 imino-anthracyclines connus pour €tre moins
cardiotoxiques, sont de moins puissants générateurs de RLO que les anthracyclines
comme I'ADR et la daunorubicine (LOWN et coll, 1982).

Le coeur a une plus faible capacité a détoxifier les RLO que les autres tissus, ce qui le
rend plus susceptible aux attaques radicalaires induites par I'ADR. Comparativement
aux autres tissus, le myocarde posse¢de de faibles quantités de SOD, de catalase, et de
glutathion transférase (GREEN et coll, 1984). L'administration d'ADR entraine de
surcroit une diminution de l'activit€¢ de la GPX et une déplétion du taux de glutathion
réduit (KEIZER et coll, 1990).

3.3. Effets indirects des ERO dans la cardiotoxicité de 'ADR.

En plus de leur toxicité directe a différents niveaux de la cellule myocardique, les ERO
générées par 'ADR peuvent promouvoir le développement d'autres réactions toxiques.

42




Adriamycine et radicaux libres

-La surcharge calcique intracellulaire consécutive a l'altération des Ca-ATPases
sarcoplasmiques et mitochondriales activent les syst¢mes autolytiques Calcium-
dépendants comme les phospholipases et les protéases non lysosomales (POWIS,
1989).

-Ils favorisent le relargage de l'histamine par les mastocytes. L'administration
d'histamine au lapin provoque des Iésions cardiaques similaires a celles engendrées par
I'ADR (BRISTOW et coll, 1983). Les inhibiteurs du relargage de 1'histamine
(théophylline et cromoglycate disodique) atténuent I'intensité des 1ésions cardiaques
induites par I'ADR. Le role de I'histamine dans la cardiotoxicité n'est cependant pas
bien défini; elle pourrait favoriser 1'influx calcique en agissant sur les récepteurs H2 et
causer des arhytmies par interaction avec les récepteurs H1 myocardiques.

3.4. Effet des antioxydants sur le stress oxydatif induit par I'ADR.

Dans le but de réduire la cardiotoxicité de I'ADR, de nombreux auteurs ont orienté leur
recherche sur le role protecteur que pourraient jouer certaines molécules antioxydantes.
De nombreuses molécules ont ainsi été testées lors d'études in vitro ou in vivo sur
différents modeles animaux. Les résultats des essais de quelques antioxydants sont
présentés dans le tableau 7.

Les effets bénéfiques observés avec ces antioxydants conforte 1'hypothese radicalaire
dans les mécanismes d'altération des différents constituants de la cellule myocardique.

Devant ces résultats encourageants, certaines molécules ont également fait l'objet
d'essais cliniques lors de l'administration chronique d'ADR aux malades. L'effet
protecteur s'est alors révélé plus mitigé.

-La vitamine E, qui est protectrice de la cardiotoxicité aigiie chez I'animal, ne protege
pas les malades de la cardiotoxicité induite par 'administration chronique d'ADR
(LEGHA et coll, 1982).

-L'ICRF-187 est un analogue liposoluble de I'EDTA. Ce produit est capable de
s'’hydrolyser au niveau cardiaque pour générer un dérivé tres avide de fer. Ce dérivé
chélaterait ainsi le fer nécessaire a la formation du radical *OH et a la peroxydation
lipidique. Des résultats encourageants ont été observés lors des premiers essais
thérapeutiques de cette molécule (DOROSHOW, 1991).
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ANTIOXYDANT MODELE IN VIVO RESULTATS/ REFERENCES
ou PARAMETRES
IN VITRO MESURES
Acide mitochondries in vitro ¥ MDA LIN et coll, 1992
salvianolique cardiaques de rat '

Vitamine E mitochondries in vivo ? SH totaux GEETHA et coll,

cardiaques de rat 4 peroxydes 1992
lipidiques

N-acyl mitochondries in vivo et in vitro ¥ MDA BUC

déhydroalanine cardiaques de CALDERON et

souris coll, 1990
Acide oléanique microsomes in vitro ¥ MDA BALANEHRU et
cardiaques de rat coll, 1992
B caroténe microsomes in vitro ¥ peroxydation VILE et coll,

cardiaques de lapin lipidique 1990

Glutathion réduit coeur de rat in vivo # SH non VILLANI et coll,
protéiques 1991

PZ 51 (Ebselen) coeur de souris in vivo ¥ MDA PRITSOS et coll,
1992

PBN oreillette de rat in vitro \ effet inotrope MONTI et coll,
(spin-trap) négatif 1991

Tableau 7: Effet de certains antioxydants sur la peroxydation induite par I'ADR dans les
tissus ou fractions de tissus cardiaques.

4. RESISTANCE TUMORALE A L'ADRIAMYCINE ET SYSTEMES DE
DEFENSES ANTIRADICALAIRES.

Dans la majeure partie des cas, les mécanismes de défense de la cellule tumorale
lorsqu'ils sont décrits dépendent du glutathion et surtout des enzymes glutathion
dépendantes comme la Glutathion Transférase et la Glutathion Peroxydase séléno-

dépendante.
Le glutathion, s'il est par lui méme scavenger de radicaux libres, joue plutot le role de

cofacteur de ces 2 enzymes dans la lutte antiradicalaire.
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4.1. La glutathion S-transférase.

La famille des glutathion S-transférases comprend plusieurs isoenzymes. Certaines
isoenzymes catalysent la conjuguaison du glutathion aux intermédiaires électrophiles de
médicaments anticancéreux pour les inactiver et les éliminer. L'isoenzyme 7t est celle
qui a suscité le plus de travaux et de controverses. Cette isoenzyme est sans doute
induite ou sélectionnée sous l'effet du stress oxydatif provoqué par les anthracyclines.
Elle peut jouer un role important dans la détoxification des peroxydes organiques
formés secondairement & la génération de radicaux oxygénés. Son activité
peroxydasique lui permet de se substituer & la Glutathion Peroxydase séléno-
dépendante, lorsque celle ci fait défaut. De fortes activités en Glutathion S-transférase
ont été observées dans des tumeurs humaines et plus spécialement les adénocarcinomes
du colon, du sein, et des poumons. De méme, 1'analyse des ARN messagers de la
Glutathion S-transférase a révél€ des taux 2 a 4 fois plus élevés dans les tumeurs du
poumon, du colon, des ovaires et de l'estomac, par rapport aux tissus normaux d'origine.
Ces observations peuvent suggérer un role fonctionnel de la Glutathion S-transférase
dans la résistance de certains types de tumeurs aux anthracyclines (SINHA et coll,
1990).

4.2. La glutathion peroxydase séléno-dépendante.

La Glutathion Peroxydase séléno-dépendante est I'enzyme de détoxification des ERO
comme le Peroxyde d'Hydrogéne et les Hydroperoxydes organiques. Au sein des
enzymes intervenant dans la lutte antiradicalaire (SOD, Catalase), la GPX semble jouer
un rOle majeur puisque de nombreuses €tudes sur des tumeurs résistantes a I'ADR ont
montré une augmentation significative et généralement isolée de l'activité de cette
enzyme (SINHA et coll, 1990).

La déplétion artificielle du glutathion, cofacteur de la GPX, par la buthionine sulfoxime
augmente la cytotoxicité de I'ADR dans les cellules résistantes. Ce phénomene a été
démontré sur des cellules de cancer du sein résistantes a I'ADR, ol la diminution du
glutathion a partiellement limité la résistance.

L'hyperexpression du glutathion en relation avec celle de la GPX interviendrait dans
l'effet scavenger du peroxyde d'hydrogene et participerait a la diminution de la génése
du radical hydroxyle dans les cellules résistantes a4 'ADR. Ce phénoméne serait en
faveur de l'implication des ERO dans la cytotoxicité de 'ADR; 1'augmentation de
l'activité de la GPX seléno-dépendante contribuerait également significativement a la

résistance de la cellule.
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4.3. Quelques exemples.

Plusieurs auteurs ont évalué l'importance des enzymes antiradicalaires dans les
mécanismes de résistance de certaines tumeurs & I'ADR. Les résultats de quelques-unes

de ces études figurent dans le tableau 8.

TUMEURS GST GPX SOD CAT. REFERENCES
MCF?7 du sein 77 J / 7 = SINHA et coll,
humaine (MDR) . 1990
(isoenzyme )
SW 60 colique / n.d. n.d. n.d RAMU et coll,
humaine (MDR) (isoenzyme ) 1984
Erythroleucémique / 7 7 N N SCHISSELBAUER
murine (MDR) et coll, 1989
P388 leucémique n.d. J = \ CHUCK et coll,
murine 1991
C6 glioblastome de J J 7 n.d. n.d. BENCHEKROUN
rat (MDR) et coll, 1990
HTC hépatome de n.d. V4 n.d. n.d. BENCHEKROUN
rat (MDR) et coll, 1990

Tableau 8: Activités en enzymes antioxydantes dans certaines tumeurs résistantes a
I'ADR (par rapport au tissu d'origine non résistant a ' ADR).

(n.d.=non déterminé, GST=glutathion S-transférase, GPX=glutathion peroxydase,
SOD=superoxyde dismutase, CAT=catalase).

Les phénomeénes de détoxification contre la formation des RLO par les anthracyclines
peut étre considéré comme un mécanisme possible de résistance des cellules tumorales.
La lutte contre les ERO pourrait survenir en complémentarité du ou des mécanismes
impliqués dans le phénotype MDR et renforcer ainsi la résistance de la tumeur aux
anticancéreux générateurs de RLO dont fait partie 'ADR (BENCHEKROUN et coll,
1990).

L'Hyperexpression des enzymes antiradicalaires dans les tumeurs résistantes a I'ADR
n'a pas toujours pu &tre observée; c'est le cas par exemple pour une lignée
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myélomateuse humaine 40 fois résistante a I'ADR ou aucune augmentation de la GST
ni de la GPX n'a pu étre mesurée (BELLAMY et coll, 1989). Ces résultats peuvent
cependant suggérer que les RILO sont un des paramétres parmi d'autres impliqués dans
la cytotoxicité de I'ADR, s'exprimant vraisemblablement différement selon la nature de
la tumeur et donnant par conséquent des réponses variables dans l'intensité de la

résistance.
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Introduction

1. INTRODUCTION

Beaucoup d'hypotheses ont été émises concernant les mécanismes biochimiques
responsables de la cardiotoxicité de 'ADR. Nous nous sommes interessés dans ce
travail a I'hypothese radicalaire de toxicité de ce produit.

L'ADR, apres activation par les flavoprotéines cellulaires, géneére des radicaux libres
capables d'exercer des effets déléteres a différents niveaux de la cellule. Dans le muscle
cardiaque, cette toxicité pourrait étre due a une sensibilité particuliere des fractions
subcellulaires des cellules myocardiques au stress oxydatif engendré par I'ADR. Pour
essayer de répondre a cette question, nous avons comparé les susceptibilités de
microsomes cardiaques, hépatiques, rénaux, et pulmonaires de rats a la peroxydation
induite par 'ADR en mesurant deux marqueurs: le MDA comme marqueur de la
peroxydation lipidique et la consommation des groupements thiols comme marqueur de
la peroxydation protéique. L'effet de la N-acétylcystéine et de l'acide rétinoique sur la
peroxydation lipidique a également été évalué. Les statuts en NADPH cytochrome P-
450 réductase, en acides gras polyinsaturés, les teneurs en fer et zinc ainsi qu'en

vitamine E ont aussi été déterminés dans les différents microsomes.
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2. MATERIEL ET METHODES.
2.1. MODELE EXPERIMENTAL: LES MICROSOMES TISSULAIRES DE RAT.

Les microsomes sont des fractions cellulaires constituées d'un mélange de réticulum
endoplasmique rugueux (réticulum avec ribosomes) et de ribosomes libres. Ce sont des
microparticules sphériques obtenues lors de 1'homogénéisation du tissu. Ils sont
constitués d'une membrane phospholipidique contenant les systeémes enzymatiques.
Différentes enzymes, impliquées dans le métabolisme des médicaments et leur
activation, sont présentes dans les fractions microsomales, en particulier les enzymes du
systeme cytochrome P-450 telles que les NADPH cytochrome P-450 oxydo-réductases.
D'autres enzymes comme la Ca-ATPase, I'acyl-COA désaturase, 1'hydroxyméthyl-
glutaryl COA réductase sont impliquées respectivement dans le maintien de
I'homéostasie calcique intracellulaire, dans I'élongation des acides gras insaturés, et

dans la synthese du cholestérol.
2.1.1. Préparation des microsomes tissulaires.

Plusieurs techniques existent pour séparer les microsomes. La filtration sur gel et la
précipitation acide ont l'inconvénient d'inactiver les enzymes appartenant au
cytochrome P-450. L'ultracentrifugation différentielle, qui n'a pas cette inconvénient,

est la méthode que nous avons retenue.
Matériel.

-Homogénéisateur Potter.

-Tubes en polycarbonate.

-Ultracentrifugeuse Beckman réfrigérée (rotor 40).

-Rats Wistar males obtenus auprés de Iffa Credo. Les animaux agés de 6 semaines sont

maintenus pendant 5 jours sous un régime standard avant sacrifice.

Meéthode.

Chaque rat est anesthési€ au pentobarbital et les organes (foie, reins, coeur, poumons )
sont rapidement prélevés puis lavés plusieurs fois dans du sérum physiologique glacé
pour éliminer la plupart des globules rouges.

Les différents organes sont alors pesés, découpés en petits morceaux, dilués dans du
tampon Tris 10 mM, KCl 150 mM pH 7.4 au 1/5 (P/V), puis homogénéisés au potter,
dans la glace, pendant 1 a 2 minutes selon les tissus.
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L'homogénat est ensuite centrifugé a 750 g pendant 10 minutes, le culot formé de
globules rouges et de débris cellulaires est éliminé. Le surnageant est centrifugé
pendant 10 minutes & 20000 g & +4°C. Le culot constitué de la fraction mitochondriale
(contenant les mitochondries, les iysosomes, et les peroxysomes) est éliminé et le
surnagenant centrifugé est a 105000 g pendant une heure a +4°C. Le surnageant
cytosolique ainsi obtenu est écarté. Le culot qui correspond 2 la fraction microsomale
est resuspendu dans le tampon et recentrifugé a 105000 g pendant 30 minutes. Le
surnageant est écarté. La fraction microsomale lavée est finalement remise en
suspension dans la tampon, aliquotée et conservée a -80°C jusqu'a utilisation.

La pureté de ces préparations est controlée par microscopie €lectronique.

RATS WISTAR (320-350g)

Anesthésie

ORGANES
Foie , Reins , Coeur , Poumons

HOMOGENISATION
175 (p/v) Tp Tris 10mM KCI 150 mM pH 7.4

750 g/ 10 mn
Elimination du culot

v

SURNA GEANT

20000 g/ 10 mn
Elimination du culot

SURNAGEANT

105000 g / 60 mn
Elimination du surnageant
CULOT ( MICROSOMES)

105000 g / 30mn
Elimination du surnageant

Y

FRACTION MICROSOMALE LAVEE

En suspension dans le tampon
Aliquotée
Stockée a -80°C

Figure 8: Les différentes étapes de préparation des microsomes tissulaires.
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2.2. ETUDE DE LA PEROXYDATION MICROSOMALE INDUITE PAR L'ADR.

Nous avons retenu dans ce travail ['évaluation de deux types de marqueurs de la
peroxydation: le MDA comme témoin de la peroxydation lipidique et la consommation
des fonctions thiols comme marqueur de la peroxydation protéique.

2.2.1. Techniques de dosages et conditions opératoires.

2.2.1.1. Dosage du MDA.

Le MDA est un produit de la dégradation oxydative des acides gras polyinsaturés
possédant au moins trois doubles liaisons. Les fonctions aldéhydiques du MDA
réagissent avec deux molécules d'acide thiobarbiturique pour former un complexe
coloré en rose dont le maximum d'absorption se situe & 532 nm. Les techniques
colorimétriques et fluorimétriques €tant sujettes 2 de nombreuses interférences, en
particulier celles dues a l'absorption et a la fluorescence de I'ADR a cette longueur
d'onde, nous avons choisi comme méthode de dosage la chromatographie liquide haute
performance (RICHARD et coll, 1992).

HS OH CHO HS Ne _ OH
z N =
| , oe |
N l SN
CHO
OH MDA OH
TBA TBA

\/\ OH OH /N\(SH
N CH— CH== CH—_ |N + 2H0
OH OH

TBA réactant absorbant a 5632 nm
Matériel,

-Colonne (25 cm, @ 4,6 mm), Ultrasphére ODS hypersil C18, 5 ym.
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-Précolonne RP 18, 10 ym.
-Détecteur colorimétrique Kontron (532 nm).
-Programme utilisé: débit de 1 ml/mn.
:Volume d'injection: 50 pl.
La phase mobile est constituée par un mélange tampon phosphate (KH2PO4 0, 05 M
ph 6) /méthanol (58/42; V/V).
La solution de travail pour le dosage du MDA est constituée de deux volumes d'acide
thiobarbiturique dilué (pH 7.,4) et d'un volume d'acide perchlorique a 7%.
La courbe de calibration est obtenue a partir d'une solution de 1.1.3.3.

tétraéthoxypropane (TEP) (0 a 12 ymol/l).
Méthode.

A 100 pul de mélange réactionnel ou de point de gamme, on ajoute 750 ul de solution de
travail et 20 ul de butyl hydroxytoluéne (BHT) a 2% dans 1'éthanol absolu. Aprés une
heure d'incubation a 95°C, les tubes sont refroidis dans de I'eau glacée et les mélanges
réactionnels neutralisés par un tampon phosphate disodique 200 mM pH 11,5 avant
d'étre analysés par HPLC. Les protéines sont mesurées par la technique de LOWRY.
Les résultats sont exprimés en ymoles de MDA/g de protéines microsomales.

2.2.1.2. Dosage des groupements thiols.

Les groupements thiols (SH) libres des protéines posseédent des propriétés réductrices
sur le pont disulfure contenu dans le réactif d'Ellman ou (bis-(5-carboxy-4-
nitrophényl)disulfide). Ce demier libere des dérivés thiols aromatiques (anions 5-thio-
2-nitrobenzoate) fortement colorés en jaune et mesurables par absorbance a 410 nm
(JOCELYN, 1987).
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HOOC COOH
o2 SS NO2
DTNB
R—SH
HOOC COOH

O -

/

02 S~ S= N+
AN 0-

5thio-2-nitrobenzoate

Méthode.

Dans une microcuve, on introduit successivement:

-250 pl de milieu réactionnel ou de point de gamme utilisant la N-acétyl cystéine
(NAC)(O a 200 uM).

-350 pl de tampon phosphate 0, 05 M, EDTA 1 mM, pH 8.

-75 pl de solution dénaturante de sodium dodécyl sulfate (SDS) a 10% (P/V) dans le
tampon phosphate.

On réalise une premiere lecture de DO a 410 nm appelée DO1.

On rajoute ensuite 100 ul de réactif d'Ellman (DTNB) a 10 mM dans le tampon
phosphate.

Le mélange est incubé 15 minutes & température ambiante et a 1'obscurité, puis on
effectue une deuxieme lecture de DO 4 410 (DO2).

On trace la droite d'étalonnage DO=DO1-DO2 en fonction de la concentration en
groupement SH de la gamme, sachant qu'une molécule de NAC contient une fonction
thiol.

Les protéines sont mesurées par la méthode de LOWRY.

Les résultats sont exprimés en ymoles de SH par g de protéines microsomales.

2.2.2. Choix des conditions opératoires: détermination de la concentrations optimale en
NADPH.

La peroxydation microsomale induite par 'ADR nécessite la présence dans le milieu
réactionnel d'un donneur d'électron cofacteur de la cytochrome P-450 réductase, le
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NADPH. Nous avons déterminé la concentration optimale de NADPH dans la
peroxydation des microsomes hépatiques en présence d'une concentration fixe en
Adriamycine (25 yuM) et aprés une incubation de 60 min & 37°C (la peroxydation est
évaluée ici par le dosage du MDA).

La concentration en protéines microsomales est fixée a 0,25 g/l.

Pour permettre une étude comparative entre les différents tissus et entre les différents
marqueurs de la peroxydation, les concentrations en NADPH et en protéines

microsomales seront constantes tout au long de ce travail.

2.2.3. Etude des peroxydations lipidiques et protéiques induites par l'adriamycine sur

les différents microsomes.

Les microsomes des différents tissus (0,25 g de protéines/l) sont incubés en présence de
concentrations croissantes d'adriamycine (10, 25, 50, 100, 200, 300 uM) et de NADPH
2,5 mM. Le volume final réactionnel est de 0, 5 ml. Les dosages du MDA et des
groupements SH sont réalisés apres une heure d'incubation a 37°C a I'obscurité.

2.3. DETECTION DES ESPECES REACTIVES OXYGENEES PRODUITE PAR
L'ADRIAMY CINE PAR RESONANCE PARAMAGNETIQUE ELECTRONIQUE
(RPE).

La détection des radicaux oxygénés dans les milieux biologiques est difficile a cause de
leur forte réactivité et leur demi-vie tres courte. L'utilisation d'un spin trap va permettre
de piéger le radical pour former un dérivé radicalaire assez stable pour &tre détectable.
Nous avons utilisé comme piégeur de spin le DMPO (5, 5-diméthyl-1-pyrroline N-
oxyde).

Matériel.

-spectrometre ESR BRUKER modele ER 100 D.
-pipettes Pasteur.

Meéthode.

Le mélange réactionnel est constitué de microsomes et d'une concentration variable en
adriamycine (25 pM pour les microsomes hépatiques et cardiaques, 100 yuM pour les
autres microsomes).

On ajoute ensuite le DMPO (concentration finale 500 mM).
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La réaction est déclenchée par du NADPH (concentration finale 2,5 mM). Le signal
RPE est alors mesuré dans les deux minutes qui suivent & température ambiante.

2.4. EFFETS DES ANTIOXYDANTS SUR LA PEROXYDATION MICROSOMALE
INDUITE PAR L'ADRIAMY CINE.

Les substances testées sont la N-acétylcystéine (NAC) et l'acide rétinoique (AR). Elles
sont ajoutées au mélange réactionnel (microsomes a 0,25 g de protéines/l, NADPH 2,5
mM) & des concentrations variables (0 241 mM pour la NAC, 0 a 200 M pour I'A.R.).
Les essais de peroxydation sont effectués en l'absence et en présence d'adriamycine (25
et 100 uM selon les microsomes) aprés 60 minutes d'incubation & 37°C. Le marqueur
de la peroxydation mesuré ici est le MDA. La mesure des groupements SH n'a pu étre
réalisée en présence de ces deux antioxydants, d'une part parce que la NAC posseéde
elle-m&me une fonction SH, et d'autre part parce que l'acide rétinoique interfere sur la

mesure colorimétrique des thiols aromatiques libérés par le DTNB.

2.5. DETERMINATION DE L'ACTIVITE CYTOCHROME P-450 REDUCTASE
MICROSOMALE.

La cytochrome P-450 réductase est la flavoenzyme catalysant la réduction microsomale
de I'adriamycine en présence de NADPH. La méthode de dosage dérive de celle utilisée
par WILLIAMS (1962). Elle mesure la réduction du cytochrome C par l'enzyme en
présence de NADPH.

Méthode.

Dans une microcuve, on ajoute successivement:

-100 pl de solution microsomale a 0,1 g de protéines/l.

-100 ul de Triton a 1% (P/V) dans le tampon Tris 10 mM, KCIl 150 mM pH 7.4.

Agiter au vortex puis rajouter:

-100 pl de cytochrome C type 6 a 0,37 mM dans le tampon Tris KCl.

-600 ul de tampon Tris KC] PH 7 4.

-100 pl de NADPH a 1mM dans le tampon Tris KCl.

Suivre immédiatement la réduction du cytochrome C a 550 nm pendant 1 minute.

Les résultats sont exprimés en ymoles de cytochrome C réduit/mn/g de protéines

microsomales.
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2.6. DOSAGE DES ACIDES GRAS MICROSOMAUX.

I1 est réalisé par chromatographie en phase gazeuse apres avoir méthyler les acides gras

pour les rendre plus volatiles.
Matériel

Chromatographie en phase gazeuse (CPG).
-colonne capillaire SGE BPX 70.
-détecteur: ionisation de flamme.
-volume d'injection: 1 pul.

Le gaz porteur est I'hydrogéne.

Méthode.

Dans un tube en verre, mélanger 500 ul de solution microsomale (1 a 4 g de
protéines/l), 200 ul de standard interne C17:0, et 8 ml d'hexane-isopropanol (3/2).
Vortexer, agiter 30 minutes sur agitateur rotatif, puis centrifuger 10 minutes a 3500
tours/min. _

Evaporer sous azote 7,2 ml de surnageant, puis ajouter 1ml de soude méthanolique
0,5N.

Mettre a 1'étuve 10 minutes & 100°C.

Rajouter 700 ul de BF3-méthanol & 14%, agiter et remettre a 1'étuve 10 minutes a
100°C.

Extraire avec 5 ml d'heptane, centrifuger, et évaporer 4,3 ml de phase supérieure sous
azote. L'extrait est repris par 100 ul d'hexane. 1ul de cette solution est injectée dans le
CPG.

Une gamme étalon contenant les acides gras de C14 a C22:6 N3 est également réalisée.
Les résultats sont exprimés en nmoles d'acides gras polyinsaturés/g de protéines

microsomales.
2.7. DOSAGES DU FER ET DU ZINC MICROSOMAUX.
I1s ont été réalisés par spectrophotométrique d'absorption atomique au four.

Methode.
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Pour le dosage du fer, les microsomes hépatiques sont dilués au centiéme, ceux de
coeur et de reins au vingtieme, ceux de poumons au dixieme dans de l'eau
déminéralisée. Une gamme étalon de fer (2, 5 a 20 pg%) est également réalisée.

Pour le dosage du zinc, les microsomes hépatiques sont dilués au vingtie¢me, les autres
microsomes sont dilués au dixieéme dans de l'eau déminéralisée. La gamme étalon
couvre les mémes valeurs que celle du fer (2, 5220 ug%).

Les résultats sont exprimés en mg de fer et en pg zinc/ g de protéines microsomales.

2.8. DOSAGE DE LA VITAMINE E MICROSOMALE.
11 a été réalisé par chromatographie liquide haute performance.
Matériel.

-Colonne (15 cm, @ 4,6 mm) phase Ultrasphére ODS 5 ym.
-Précolonne RP 18, 10 yum.
-Détecteur Colorimetrique Kontron (292 nm).
-Programme utilisé: débit 1, 5 ml/mn.
: volume d'injection: 50 ul.
La phase mobile est constituée par le mélange dichlorométhane-méthanol-acétonitrile

dans les proportions 10-20-70.
Méthode

Dans un tube en verre, mélanger 1 ml de solution microsomale (1 g de protéines/l) et
100 pl d'étalon interne.

Agiter au vortex, puis ajouter 2 ml d'hexane BHT/isopropanol (4/1).

Agiter au vortex puis centrifuger 5 minutes a 2000 tours/min.

Prélever 1, 5 ml du surnagenant et I'évaporer sous courant d'azote.

Reprendre le résidu d'évaporation par 150 ul de phase mobile, agiter au vortex et
injecter dans I'HPL.C.

Une gamme étalon de vitamine E (0 a 45 uM) est réalisée en parallele. Les résultats
sont exprimés en umol de vitamine E/g de protéines microsomales.
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3. RESULTATS.
3.1. OPTIMISATION DES CONDITIONS OPERATOIRES.
Choix de la concentration en NADPH.

La concentration optimale en NADPH engendrant une peroxydation maximale est de 2,
5 mM. Cette valeur sera retenue pour l'ensemble des expériences a suivre (fig 9).

MDA en pymol/g de protéines/60 mn

25 -
20 - I I

15 4

o—r—————r——"7r7T—T7TT7
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0 3,5 4,0 45 5,0
NADPH (mM)

Figure 9: Effet de la variation de concentration en NADPH sur la peroxydation lipidique
de microsomes hépatiques (0,25 g de protéines microsomales/l) par l'adriamycine (25
#M). La peroxydation lipidique est mesurée par le taux de MDA aprés 60 minutes
d'incubation & 37°C a I'obscurité. Chaque point est la moyenne + 1'écart-type de 3
expériences.

3.2. ETUDE DE LA PEROXYDATION INDUITE PAR L'ADRIAMY CINE.
3.2.1. Sur les microsomes cardiaques.

Production de MDA.

La production de MDA par les microsomes cardiaques est maximale (10,7 ymol/g de
protéines) pour des concentrations en ADR de l'ordre de 25-50 yM. Ce taux de MDA
est 2, 5 fois supérieur a celui du témoin sans ADR. Pour des concentrations supérieures
en ADR, on note une diminution de la production de MDA (fig 10)

Consommation des groupements thiols.

La consommation des fonctions SH est tout d'abord réguliére puis se stabilise pour des
concentrations en adriamycine de l'ordre de 50 uM. A cette concentration, le
pourcentage de SH consommés par rapport au témoin sans ADR est de 16% (fig 11).
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MDA en pmol/g de protéines/60 mn
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Figure 10: Effet de différentes concentrations d'adriamycine sur la productionde MDA par
les microsomes cardiaques. Les résultats sont exprimés par la moyenne + I'écart-type de 7
expériences. *p< 0, 05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA). MDA natif
(sans NADPH ni incubation): 0, 85+0, 12 ,aprés 60 mn d'incubation 1,93 + 0, 31.

pmoles SH/g de protéines/60 mn
100 4
90

80 -

70 -

S E—

T T T T T T T T T 1
0 50 100 150 200 250 300
Adriamycine (uM)
Figure 11: Effet de I'adriamycine sur la concentration en groupements thiols dans les
microsomes cardiaques. Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-type de 7
expériences. *p< 0, 05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA). SH natifs
(sans NADPH ni incubation): 102 + 7,2 , aprés 60 mn d'incubation: 95, 3+ 8, 1.
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3.2.2. Sur les microsomes hépatiques.

Production de MDA..

L'incubation des microsomes avec le NADPH génére autour de 3,8 ymol de MDA / g
de protéines aprés 1 heure a 37°C. En présence d'adriamycine, ce taux est
significativement plus élevé avec un maximum de 18,3 ymol pour 25 yuM d'ADR. La
production de MDA n'est pas proportionelle a la concentration d'ADR puisqu'a partir de
25-50 uM, de plus fortes concentrations diminuent la formation de cet aldéhyde (fig
12).

Consommation des groupements thiols.

La consommation des groupements thiols microsomaux dans les m&mes conditions
d'incubation est porportionelle & la concentration en adriamycine. Elle atteint un
plateau pour des valeurs de l'ordre de 50 4M d'ADR. Le pourcentage de thiols oxydés
par rapport au témoin sans ADR est alors de l'ordre de 20% (fig 13).

MDA en ymol/g de protéines)’60 min
25 A

0 T T T T v T T T d T Y 1
0 50 100 150 200 250 300

Adriamycine (¥M)

Figure 12: Effet de différentes concentration d'adriamycine sur la production de MDA
par les microsomes hépatiques . Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-
type de 7 expériences. ¥p<0,05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA).
MDA natif 0,71 %0, 20, aprés incubation 1,35 + 0,36.
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pmoles SH/g de protéines /60 mn
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Figure 13: Effet de I'adriamycine sur la concentration en groupements thiols dans les

microsomes hépatiques. Les résultats sont exprimés par la moyenne = l'écart-type de 7

expériences. *p<0,05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA). SH natifs:

122 + 6, 8, apres incubation 115,6 + 5, 7.

3.2.3. Sur les microsomes rénaux.

Production de MDA

La production maximale de MDA (11 pumoles/g de protéines) est obtenue avec une
concentration d'adriamycine de 100 yM. Elle est 2, 8 fois supérieure a celle du témoin
sans ADR. Pour les concentrations supérieures, le taux de MDA produit diminue, pour
atteindre une valeur proche de celle du témoin lorsque I'ADR est testée a 300 uM (fig
14).

Consommation des groupements thiols.

La concentration en fonction SH dans la préparation microsomale diminue
régulierement pour atteindre un plateau a partir de concentrations en adriamycine de
l'ordre de 100 yM. Au niveau du plateau, le pourcentage de thiols consommés est de
13% par rapport au témoin sans ADR (fig 15).
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MDA en pmol/g de protéines/60 mn
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Figure 14: Effet de différentes concentrations d'adriamycine sur la production de MDA
par les microsomes rénaux. Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-type de
7 expériences. *p< 0,05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA). MDA natf
0,33 £ 0,04 , aprés incubation 0, 62 + 0, 15.
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pumoles SH/g de protéines/60 mn
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Figure 15: Effet de l'adriamycine sur la concentration en groupements thiols dans les
microsomes rénaux. Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-type de 7

expériences. *p<0,05 par rapport au témoin sans adriamycine (ANOVA). SH natifs 115,
4+5,2 , aprés incubation 1084 + 7, 6.
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3.2.4. Sur les microsomes pulmonaires.

Production de MDA,

Quelle que soit la concentration testée en adriamycine, la production de MDA qui en
résulte n'est pas significativement différente de celle du témoin sans adriamycine. (fig

16).

Consommation des groupements thiols.

Les concentrations en fonction SH dans les microsomes incubés en présence
d'adriamycine sont pratiquement identiques a celle du témoin sans adriamycine (fig 17).

MDA en umol/g de protéines/60 mn
10 -

5_

0 r 1 v T . ¥ T T T T T

0 50 100 150 200 250
Adriamycine (yM)

Figure 16: Effet de différentes concentrations d'adriamycine sur la production de MDA

par les microsomes pulmonaires. Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-

type de 7 expériences différentes. MDA natif: 0, 53 + 0, 07 , aprés incubation 1, 26 +

035.

300
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pmoles SH/g de protéines/60 mn
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Figure 17: Effet de 'adriamycine sur la concentration en groupements thiols dans les

microsomes pulmonaires. Les résultats sont exprimés par la moyenne + 1'écart-type de 7
expériences. SH natifs: 102, 8 + 8, 2 , aprés incubation 97,6 + 6, 7.

3.2.5. Récapitulatif sur les différents microsomes.

La production de MDA et la consommation des groupements thiols induites par 'ADR
dans les différents microsomes sont récapitulés dans les figures 18 et 19.

Production de MDA

La production de MDA est optimale avec 25 yM d'ADR dans les microsomes
cardiaques et hépatiques. Elle est maximale avec 100 yM dans les microsomes rénaux,
tandis que les microsomes pulmonaires ne sont pas sensibles & la peroxydation induite
par I'ADR. Aux concentrations d'ADR supérieures a celle qui procure le maximum de
peroxydation dans les microsomes sensibles, on observe une diminution de la
génération du MDA. Cette diminution est particulierement importante dans les
microsomes hépatiques et rénaux (fig 18).

Consommation des groupements thiols

La consommation des groupements thiols dans les différents microsomes, a l'exception
de ceux de poumons, est proportionelle a la concentration d'ADR lorsque celle-ci varie
de 024 50-100 M. A partir de ces concentrations, I'oxydation des groupements thiols se
stabilise, mais ne diminue pas comme dans le cas du MDA lors de la peroxydation
lipidique. Les microsomes pulmonaires, déja résistants a la peroxydation lipidique
induite par 'ADR, sont également résistants & la peroxydation protéique induite par
cette drogue (fig 19).
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Figure 18: Effet de différentes concentrations d'adriamycine sur la peroxydation des microsomes tissulaires.
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Figure 19: Effet de l'adriamycine sur la concentration en groupements thiols dans les microsomes

tissulaires
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3.3. DETERMINATION DES ESPECES REACTIVES DE L'OXYGENE
PRODUITES PAR L'ADRIAMYCINE PAR RPE.

Lors de i‘incubation de tous les microsomes tissulaires avec du NADPH, du DMPO et
en présence ou en |'absence d'adriamycine, nous obtenons des spectres RPE dont le
signal est caractéristique du spin adduit DMPO-OH. L'amplitude de ce signal est
corrélé a la quantité de radicaux °OH produits dans le milieu réactionnel. L'ADR seule
dans le tampon réactionnel génére également, par un transfert intramoléculaire
d'électron, un signal de type DMPO-OH. Cependant, en tenant compte de ce
phénomene, l'amplitude du signal observé dans les microsomes en présence de NADPH
et d'ADR montre que le métabolisme microsomal de 'ADR génere des radicaux *OH.
Les spectres RPE obtenus avec les microsomes cardiaques sont illustrés dans la figure

20.
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Figure 20: Spectres RPE de I'adriamycine 25 M seule dans le tampon réactionnel (A), d'un mélange de
microsomes cardiaques et de NADPH, en |'absence (B) et en présence (C) d'adriamycine 25 pM.
Les spectres sont enregistrés dans les deux minutes qui suivent le démarrage de la réaction.

3.4. EFFET DES ANTIOXYDANTS SUR LA PEROXYDATION MICROSOMALE
INDUITE PAR L'ADRIAMY CINE.

Nous avons testé différentes concentrations en acide rétinoique et en N-acétylcystéine
sur la peroxydation microsomale induite par l'adriamycine. L'acide rétinoique est utilisé
ici comme antioxydant liposoluble capable de piéger les radicaux lipidiques et

l'oxygene singulet. La NAC est plut6t un antioxydant hydrosoluble capable de piéger

les radicaux °OH grédce a ses groupements thiols. Les concentrations en adriamycine
sont fixées & 25 uM pour les microsomes hépatiques et cardiaques, 2 100 ¥M pour les
microsomes de rénaux. Les microsomes pulmonaires ne s'oxydant pas dans ce systéme
sont exclus de cette étude. Le marqueur de la peroxydation est représenté par le MDA.
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3.4.1. Effet de l'acide rétinoique.

Sur la peroxydation des microsomes cardiagues.

L'acide rétinoique aux concentrations testées ne protege pas les microsomes de la
peroxydation lipidique induite par 25 ¥M d'adriamycine (fig 21).

MDA en gmol/g de protéines/60 mn o Avec Adr 25 uM
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Acide rétinoique (uM)

Figure 21: Effet de l'acide rétinoique sur la production de MDA par les microsomes cardiaques
en présence ou en l'absence d'adriamycine (25 #M). Les résultats sont exprimés par la moyenne
+ 'écart-type de 3 expériences.

Sur la peroxydation des microsomes hépatiques.

L'acide rétinoique, a toutes les concentrations testées, protége pratiquement totalement
les microsomes hépatiques de la peroxydation induite par 25 yM d'adriamycine (fig
22).

MDA en ymol/g de protéines/60 mn
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Figure 22: Effet de I'acide rétinoique sur la production de MDA par les microsomes hépatiques,
en présence et en I'absence d'adriamycine (25 uM). Les résultats sont exprimés par la moyenne +
1'écart-type de 3 expériences. *p<0,05 par rapport au témoin sans acide rétinoique (student t.).
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Sur la peroxydation des microsomes rénaux.

Comme dans le cas des microsomes hépatiques, l'acide rétinoique a la plus faible
concentration utilisée protége de fagon nette les microsomes rénaux de la peroxydation
(fig 23).

MDA en pmol/g de protéines/60 mn
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Figure 23: Effet de I'acide rétinoique sur la production de MDA par les microsomes rénaux en

présence et en 1'absence d'adriamycine (100 pM). Les résultats sont exprimés par la moyenne +
I'écart-type de 3 expériences. *p<0,05 par rapport au témoin sans acide rétinoique (Student t.).

T T

3.4 2. Effet de la N-acétylcystéine.

La NAC a toutes les concentrations testées ne prévient pas les microsomes tissulaires de
la peroxydation lipidique induite par I'adriamycine (tab 9).

MDA (umol/g de prot/60 mn)
Drogue Coeur Foie Reins

0 43 +0,62 38+0,5 3,2+ 0,46
Adr 10,5+ 1,8 182+25 10,5+ 1,7
Adr + NAC 100 uM 103+ 1,6 181+24 10,7+ 14

Adr + NAC 250 uM 10+22 179+28 11+1,5

Adr + NAC 500 uM 10,6 +24 173+22 114+2
Adr + NAC 750 uM 9,7+1,6 178+2,6 11,2+ 1,8
Adr + NAC 1000 uM 10,1+19 185+24 10,9+ 1,3

Tableau 9: Effet de différentes concentrations en NAC sur la production de MDA par les
microsomes tissulaires en présence ou en 'absence d'adriamycine (25 M pour les microsomes
hépatiques et cardiaques, 100 M pour les microsomes rénaux). Chaque valeur est la moyenne +
I'écart-type de 3 expériences différentes.

70




Résultats

3.5. DETERMINATION DE L'ACTIVITE CYTOCHROME P-450 REDUCTASE
MICROSOMALE.

Cette enzyme permet i'activation de I'adriamycine en radical semi-quinone capable de
déclencher un processus oxydatif. L'activité la plus faible est retrouvée dans les
microsomes cardiaques (tab 10).

Activité Cytochrome P-450 réductase
(umol de Cyt C réduit/mn/g de protéines)

Coeur 5,16 + 0,90

Foie 88+ 148

Reins 8,7+ 0,71
Poumons 2135+3,11

Tableau 10: Activité cytochrome P-450 réductase dans les différents microsomes. Chaque
valeur est la moyenne + 1'écart-type de 5 expériences différentes.

3.6. DOSAGES DES ACIDES GRAS POLYINSATURES MICROSOMAUX.

Les acides gras polyinsaturés possédant au moins trois double-liaisons sont trés
sensibles aux attaques radicalaires. Les microsomes cardiaques en sont les plus riches.

AGPI (1) C18:3 C20:3 C20:4 C20:5 C22:4 C22:5 C22:6

(nmol/g de prot) % % % % % % %
Coeur 185+ 16 0,8 L1 51,3 0,5 2 7 37,3
Foie 138+ 17 0,9 3 68, 8 1,7 0,9 2,3 22,4
Reins 113+ 18 nd. 2,5 85,4 1,7 1,1 L1 8,2
Poumons 122 + 14 nd. 3,3 58,8 1,6 15 8,3 13

Tableau 11: Concentrations et pourcentages en acides gras polyinsaturés possédant au moins trois
doubles-liaisons conjuguées dans les différents microsomes. Chaque valeur est la moyenne + 1'écart-type
(1) de 2 expériences différentes.

n.d.: non déterminé (inférieur au seuil de détection).

3.7. DOSAGES DU FER ET DU ZINC MICROSOMAUX.
Le fer est présent & une concentration élevée dans les microsomes hépatiques,

principalement sous la forme de ferritine. Il est également relativement abondant dans
les microsomes pulmonaires.

71




Résultats

Les concentrations les plus importantes en zinc sont par contre retrouvées dans les

microsomes pulmonaires.

Fer Zinc
(mg/g de protéines) (ug/g de protéines)

Coeur 086+0,13 58,5+17,5
Foie 448 + 0,77 113 +21,8
Reins 0,69+0,11 76+ 159
Poumons 1,35+ 0,32 205 £ 28,1

Tableau 12: Concentrations en fer et zinc dans les différents microsomes. Chaque valeur
est la moyenne + 1'écart-type de 10 expériences.

3.8. DOSAGE DE LA VITAMINE E MICROSOMALE.

La vitamine E est I'antioxydant biologique majeur des membranes lipidiques. Elle est

présente a un taux relativement élevé dans les microsomes pulmonaires.

VitE Vit E/AGPI

(pmol/g de protéines) (xmol/pmol)

Coeur 48,34 + 6,56 261,27 £413
Foie 30,76 + 9,38 2229 +55
Reins 179 +2,42 158 + 13,4

Poumons 61,3 +6,34 ‘ 502.4+474

Tablean 13: Concentration en vitamine E et rapport vitamine E/AGPI dans les différents microsomes.
Chaque valeur de vitamine E est 1a moyenne + l'écart-type de 3 expériences différentes.
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4. DISCUSSION DES RESULTATS

L'adriamycine est une drogue hautement cardiotoxique. En outre, son métabolisme au
niveau microsomal est capable de générer des espéces radicalaires oxygénées
(DOROSHOW, 1983). 1l paraissait donc intéressant de savoir si le métabolisme de
I'ADR au niveau des microsomes cardiaques présentait une particularité en relation
avec la cardiotoxicité. C'est pourquoi dans ce travail, nous avons voulu comparer la
susceptibilité de différents microsomes tissulaires (foie, coeur, reins, et poumons) de

rats a la peroxydation induite par I'ADR.

La cardiotoxicité de I'ADR chez le rat est identique & celle observée chez I'homme, ce
qui justifie l'utilisation de cet animal dans ce travail (METTLER et coll, 1977).

Les microsomes tissulaires constituent un modele de choix pour 1'étude in vitro de la
peroxydation induite par les drogues red-ox cycling comme 1'ADR. Ils possédent en
effet:

-L'activité enzymatique cytochrome P-450 réductase nécessaire a l'activation de I'ADR
(KORNBRUST et coll, 1979).

-Des acides gras polyinsaturés, substrats de I'activité radicalaire, que nous avons nous-
mémes mesurés. L'évaluation de leur peroxydation peut étre réalisée par les mesures
des dienes conjugués, des hydroperoxydes, ou du MDA. C'est cette derni¢re méthode
que nous avons choisie.

-Des enzymes impliquées a différents niveaux du métabolisme microsomal, et en
particulier 1a Ca-ATPase riche en groupements thiols (SHERER et coll, 1986).

C'est la raison pour laquelle il nous a paru intéressant de suivre parall¢lement a la
peroxydation lipidique 1'attaque radicalaire des protéines en mesurant la consommation
des groupements thiols. Méme si ce dosage ne refléte qu'une partie de la peroxydation
protéique, il peut néanmoins apporter des renseignements sur 1'état d'oxydation de cette

structure.

L'adriamycine, en contact avec les microsomes tissulaires, génére des ERO et
notamment le radical °OH, tel que nous avons pu l'observer lors de l'étude par
résonance paramagnétique €lectronique (RPE).

Tous les microsomes, a l'exception de ceux de poumons, sont peroxydables lorsqu'ils
sont incubés en présence d'ADR.

L'intensité de la peroxydation lipidique est variable selon les tissus et selon la dose
d'ADR employée. A cet égard, nous avons observé une production maximale de MDA
dans les microsomes hépatiques (4 a 5 fois les taux du témoin sans ADR) pour une
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concentration d'ADR de 25-50 yM. La peroxydation des microsomes cardiaques est
aussi optimale a ces concentrations d'ADR, mais les quantités de MDA produit sont
plus faibles. La peroxydation des microsomes rénaux est quant a elle maximale pour
des doses 2 a 4 fois plus élevées en ADR (100 uM), tandis que les microsomes
pulmonaires ne s'oxydent pas et apparaissent relativement bien protégés de la
peroxydation induite par ce médicament.

La peroxydation des microsomes cardiaques est donc possible malgré de faibles teneurs
en cytochrome P-450 réductase (15 fois moins que dans le foie). Le relatif déficit en
cette enzyme pourrait €tre compensé par la plus grande richesse de ces organelles en
AGPI, substrats de la peroxydation lipidique . De plus, le pourcentage en C22: 5 (acide
docosopentaénb‘fque) et C22: 6 (acide docosahexaenoique) est également plus élevé que
dans les autres microsomes. Ces deux acides-gras étant extrémement sensibles a
l'attaque radicalaire, ils pourraient rendre compte d'une plus grande susceptibilité
cardiaque a un faible stress oxydatif.

Aux fortes concentrations en ADR, on observe une diminution de la production de
MDA dans tous les microsomes sensibles & la peroxydation; Ce phénoméne est
particulierement important dans les microsomes hépatiques et rénaux. I peut sembler
paradoxal, mais il a déja été rapporté dans d'autres études utilisant comme modele les
microsomes hépatiques de rats (MIMNAUGH et coll, 1981; HIDA, 1993). Il est
néanmoins a interpréter avec prudence car d'autres dérivés de la peroxydation lipidique
pourraient alors €tre générés dans ces conditions, soit en amont de la formation de
MDA (di¢nes conjugués), soit a la place du MDA (4-hydroxynonénal ou autres
aldéhydes non TBA-réactants).

Parallelement a la peroxydation lipidique, nous avons également observé, dans tous les
microsomes incubés avec I'ADR, a l'exception des microsomes pulmonaires, une
consommation des groupements thiols protéiques. La courbe dose-réponse,
contrairement a celle de production du MDA, atteint un plateau a partir d'une
concentration variable selon les organes (50 yuM pour les microsomes hépatiques et
cardiaques, 100 gM pour les microsomes rénaux). Ces concentrations correspondent
également au maximum de production de MDA dans ces mémes microsomes. Il est
donc possible d'émettre 1'hypothése que la consommation des groupements thiols et la
production de MDA dans les microsomes sensibles a I'activation de I'ADR relévent d'un
processus oxydatif semblable.

Des résultats similaires aux notres sont retrouvés par VILE et coll. (1990) qui observent
une consommation de l'ordre de 30% des groupements thiols dans des microsomes de
coeurs de lapin incubés avec 30 uM d'ADR. Dans ce modele, le pourcentage de thiols
oxydés s'accompagne d'une inhibition de la recapture du Ca par le réticulum de l'ordre
de 85%. Le maintien de l'intégrité des groupements thiols est nécessaire pour la
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régulation de I'homéostasie calcique par la Ca-ATPase microsomale (THOR et coll,
1985; DI MONTE et coll, 1984). La consommation de ces groupements au niveau des
microsomes cardiaques, pourrait expliquer la toxicité de I'ADR sur cet organe qui est
particulierement sensible aux variations de concentrations en calcium intracellulaire,
puisque les cycles de contraction-relaxation en dépendent.

La peroxydation microsomale, lipidique ou protéique, requiert la présence de fer (VILE
et coll, 1990). Au cours de ce travail, nous n'avons pas apporté de fer exogéne au milieu
réactionnel. Le fer nécessaire au déclenchement des réactions radicalaires est présent
naturellement dans les préparations microsomales tel que nous avons pu le vérifier. Les
microsomes hépatiques sont les plus riches en fer. A ce niveau, ce métal est
principalement sous forme de ferritine: I'ADR peut mobiliser le fer de la ferritine, et
peut également mobiliser le fer non-héminique non-ferritinique présent dans la
membrane microsomale (MINOTTI et coll, 1991). Dans les réactions de peroxydation,
les besoins en fer sont faibles. Cet élément a un role de catalyse. Il n'existe donc pas de
parallélisme entre la quantité de fer présent dans le systéme microsomal et son role
prooxydant.

La déféroxamine (DESFERAL®), un chélateur spécifique du fer, prévient presque
complétement la consommation des groupements thiols de microsomes incubés avec
I'ADR (VILE et coll, 1990). Elle inhibe également totalement la peroxydation lipidique
de microsomes hépatiques en présence de 25 M d'ADR (HIDA, 1993). Ces résultats
peuvent suggérer que le fer joue un role capital dans les processus de peroxydation
lipidique et protéique induits par I'ADR.

Dans ce travail, nous avons évalué le statut en antioxydants physiologiques présents
dans les milieux microsomaux. |

Le zinc est un antioxydant biologique impliqué dans plusieurs processus charniéres de
la lutte antiradicalaire. Il protege les groupements thiols de l'oxydation, prévenant ainsi
la formation de ponts disulfures ou de ponts inter-protéines (BRAY, 1990). Il entre
également en compétition avec les métaux de transition comme le fer et prévient la
réaction d'oxydation des acides gras insaturés catalysée par ce métal (MINOTTI et coll,
1987). Enfin le zinc pourrait protéger la membrane du processus oxydatif par ses
propriétés de stabilisateur de membranes.

L'effet antioxydant du zinc a été rapporté in vivo dans d'autres conditions de stress
oxydatif. En ce sens, le zinc diminue la peroxydation chez les rats intoxiqués par le
tétrachlorure de carbone (CHVAPIL et coll, 1973). La carence en zinc chez le rat
s'accompagne d'une augmentation des taux de MDA et du taux de diénes conjugués
dans le muscle cardiaque (COUDRAY et coll, 1993).
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Les microsomes pulmonaires sont particulierement riches en zinc. Cette particularité
peut expliquer la résistance de ses organelles a la peroxydation induite par I'ADR.
Cette résistance pourrait également s'expliquer par leur relative richesse en vitamine E.
La vitamine E est en effet 'antioxydant biologique majeur de la membrane lipidique.
Dans ces microsomes, elle est présente a une concentration relativement élevée surtout
lorsqu'elle est rapportée aux acides gras polyinsaturés qu'elle protege de la peroxydation
(502 pmol Vit E/pmol d'AGPI contre 261 umol Vit E/ymol d'AGPI dans les
microsomes cardiaques). La prévention de la peroxydation lipidique in vivo et in vitro
par la vitamine E a fait l'objet de nombreuses études (PALOZZA etcoll, 1991; MYERS
et coll, 1976). MIMNAUGH et coll (1981) rapportent que la vitamine E, présente a des
taux élevés dans les microsomes cardiaques, protége ce systeme de la peroxydation
induite par I'ADR, la peroxydation ne se produisant que chez les rats carencés en
vitamine E. Ces résultats sont en contradiction avec les nbtres concernant cet organe ol
nous avons pu mettre en évidence un processus oxydatif . En outre, la concentration en
vitamine E/AGPI que nous avons mesurée n'est que légérement supérieure a celle
retrouvée dans les microsomes hépatiques ol nous avons également observé une
peroxydation. v

De maniere indirecte, la vitamine E, en maintenant I'intégrité des membranes lipidiques

soumises a un stress oxydatif, pourrait avoir un effet protecteur sur les protéines
microsomales (DEAN et coll, 1987).

Afin de mieux cerner les mécanismes de peroxydation et de compléter certaines études
sur ce sujet, nous avons testé deux antioxydants dont la biodisponibilité n'est pas
incompatible avec une protection in vivo.

L'acide 13-cis rétinoique, utilisé ici comme antioxydant liposoluble, protége les
microsomes hépatiques et rénaux de la peroxydation induite par I'ADR, mais pas les
microsomes cardiaques. L'A.R. pourrait agir dans ce modele comme scavenger des
radicaux peroxyles formés lors de la phase de propagation de la peroxydation lipidique.
Des résultats similaires sont retrouvés par SAMORKYSZYN et coll. (1990) sur des
microsomes hépatiques soumis & un autre stress oxydatif. Cependant, l'absence de
protection des microsomes cardiaques par ce produit nous conduit a émettre plusieurs
hypotheses:

-1l pourrait exister des différences de diffusion de I'A.R. dans les tissus et en particulier
une mauvaise diffusion dans les microsomes cardiaques.

-Les radicaux peroxyles produits lors du stress oxydatif n'auraient pas tous la méme
affinit€ pour I'A.R.; ceux issus des microsomes cardiaques auraient une plus faible
affinité envers ce produit et pourraient entretenir la réaction en chaine de peroxydation.

-L'AR serait rapidement dégradé dans les microsomes cardiaques.
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S'agissant de la N-acétylcystéine, DOROSHOW et coll. (1981) ont observé€ in vivo que
I'administration de cet antioxydant diminue la mortalité et la cardiotoxicité associées a
I'administration chronique d'ADR chez I'animal.

Dans notre étude in vitro, nous n'avons pas montré d'effet protecteur de la peroxydation
lipidique avec ce produit. POWELL et coll.(1988), dans le méme type d'expérience,
n'observent une inhibition significative de la peroxydation lipidique que lorsqu'un
facteur cytosolique thermolabile est ajouté au milieu réactionnel.

Nos résultats suggerent que la NAC seule n'exerce pas d'effet scavenger de radicaux,

notamment du radical hydroxyle, dans le syst¢tme microsomale.

En conclusion, le processus peroxydatif induit par I'ADR dans les différents
microsomes tissulaires semble relever de mécanismes complexes et dépendre fortement
de la concentration en antioxydants physiologiques. La peroxydation des microsomes
cardiaques, évaluée par le taux de MDA généré ainsi que par la consommation des
groupements thiols, n'est pas plus importante que celle observée dans les microsomes
hépatiques. Par 1'évaluation de ces deux marqueurs, nous ne pouvons pas conclure a une
susceptibilité particuliére des microsomes cardiaques au stress oxydatif engendré par
I'ADR.

Le modele microsomal ne tient cependant pas compte des enzymes de la lutte
antiradicalaire cellulaires puisque c'est un systéme isolé. Il est donc possible que in
vivo, le coeur étant relativemnt pauvre en SOD, catalase, glutathion transférase, les
microsomes cardiaques soient soumis a un stress oxydatif plus important que dans les
autres tissus. D'autre-part, les conséquences de ces peroxydations pourraient €tre, in
vivo, plus ou moins bien tolérée selon les tissus, mais l'utilisation d'un modele
microsomal isolé ne permet pas d'évaluer ce phénoméne. Cela justifierait l'emploi
d'autres modeles expérimentaux comme les cultures cellulaires ou les animaux de

laboratoire.
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Conclusion

CONCLUSION

L'adriamycine est un cytotoxique capable de générer par plusieurs mécanismes des
radicaux libres. Dans ce travail, nous avons confirmé que cette drogue, apres activation
par la cytochrome P-450 réductase microsomale, produit des espéces réactives
oxygénées. Ces radicaux ont la capacité d'endommager les membranes microsomales
par l'attaque de leurs composants lipidiques et protéiques. La peroxydation des
microsomes cardiaques in vitro peut &tre un argument en faveur de la cardiotoxicité de
'adriamycine; ce processus n'est cependant pas spécifique a ce tissu. D'autres études sur
des modeles cellulaires ou animaux in vivo, qui tiennent compte de l'environnement
enzymatique et du métabolisme de la drogue, permettraient d'étudier de fagon plus
compléte I'importance du processus.

Au dela de cette perspective, 'utilisation en clinique de I'adriamycine est toujours
limitée par le risque de survenue d'une cardiotoxicité irréversible. L'emploi
d'antioxydants adéquats, conjointement au traitement, pourrait peut-&tre sinon prévenir,
tout au moins retarder le développement de cette toxicité. La solution idéale dans
I'avenir serait d'employer 'adriamycine couplée a un anticorps monoclonal spécifique
aux cellules tumorales. Ainsi, le potentiel cytotoxique de ce produit ne s'exercerait que

sur les cellules malignes et épargnerait les tissus sains.
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LISTE DES ABREVIATIONS

ADR: Adriamycine, Doxorubicine
ADR- SQ: Adriamycine Semiquinone
AGPI: Acides gras polyinsaturés

AR: Acide 13- cis rétinoique

CAT: Catalase

ERO: Espéces réactives oxygénées
GPX: Glutathion peroxydase

H202: Peroxyde d'hydrogene

MDA: Malondialdehyde

NAC: N- acétylcystéine

NADPH: Nicotinamide adénine dinucléotide phosphate
°OH: Radical hydroxyle

RLO: Radicaux libres oxygénés
SOD: Superoxyde dismutase
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FACULTE DE PARMACIE

CONCLUSIONS

Mémoire soutesnu par M _ _THELW ;jggg-l_}(m.

L'adriamycine est un cytotoxique capable de générer par plusieurs mécanismes des radicaux libres. Dans
ce travail, nous avons confirmé que cette drogue, aprés activation par la cytochrome P-450 réductase
microsomale, produit des espéces réactives oxygénées. Ces radicaux ont la capacité d'endommager les
membranes microsomales par l'attaque de leurs composants lipidiques et protéiques. La peroxydation des
microsomes cardiaques in vitro peut étre un argument en faveur de la cardiotoxicité de I'adriamycine; ce
processus n'est cependant pas spécifique a ce tissu. D'autres études sur des modeles cellulaires ou
animaux in vivo, qui tiennent compte de l'environnement enzymatique et du métabolisme de la drogue,
permettraient d'étudier de fagon plus compléte l'importance du processus.

Au dela de cette perspective, l'utilisation en clinique de I'adriamycine est toujours limitée par le risque de
survenue d'une cardiotoxicité irréversible. L'emploi d'antioxydants adéquats, conjointement au
traitement, pourrait peut-étre sinon prévenir, tout au moins retarder le développement de cette toxicité. La
solution idéale dans l'avenir serait d'employer l'adriamycine couplée & un anticorps monoclonal
spécifique aux cellules tumorales. Ainsi, le potentiel cytotoxique de ce produit ne s'exercerait que sur les
cellules malignes et épargnerait les tissus sains.
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RESUME

L'Adriamycine est un antinéoplasique dont I'utilisation en clinique est limitée par le
risque de survenue d'une cardiotoxicité cumulative dose dépendante. Cette toxicité pourrait
étre en relation avec une susceptibilité particuliere des fractions subcellulaires cardiaques aux
effets déléteres des especes réactives oxygénées générées par 'Adriamycine.

Dans ce travail, nous avons comparé la sensibilité a I'Adriamycine de différents
microsomes tissulaires de rats, en mesurant les effets des attaques radicalaires des lipides et
des protéines. Dans un second temps, apres avoir évalué les effets de certains antioxydants,
nous avons mesuré les statuts microsomaux en substrats antioxydants et prooxydants.

Les microsomes cardiaques in vitro ne s'averent pas plus susceptibles que les
microsomes hépatiques a la peroxydation induite par I'Adriamycine. Les études in vivo,
tenant compte de l'environnement enzymatique et du métabolisme de la drogue, pourraient
constituer un complément idéal a ce travail afin d'évaluer de fagon plus compléte l'importance

du phénomene peroxydatif dans la cardiotoxicité de I'Adriamycine.

MOTS CLES Adriamycine-Microsomes tissulaires
Cardiotoxicité- Radicaux libres-
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