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Notre travail s’inscrit dans le cadre de projets nationaux et internationaux (ANDRS,
CNEPRU, TASSILI) portant d’une part sur la synthése de nouvelles molécules a activité
biologique, par ’équipe de chimistes du laboratoire Chimie Organique, Substances
Naturelles et Analyses (COSNA), et d’autre part sur la détermination in vivo et in vitro
de I’activit¢ biologique et métabolique par 1’.équipe de biologié.tes du laboratoire
Valorisation des actions de ’homme pour la protecﬁon de l’ehvironnement et
application en santé publique (VAHPEASAP) au niveau de l’université de Tlemcen,
Faculté des Sciences.

L’aboutissement de ce travail allant de la synthése organique & l’activité biologique
témoigﬁe de Pinterdisciplinarité de la recherché scientifique et constitue une étape
importante dans les expérimentations précliniques ayant pour but de s’assurer de la non
toxicité de toute substance chimique nouvellement synthétisée, et de la réalité d’un effet
pharmacologique pouvant conduire a une application thérapeutique.

Les objectifs essentiels de cette thése de doctorat se résument en : |

1. Le premier objectif est d’explorer les activités Biologiques des aziridines,
nouvellement synthétisées au niveauv du laboratoire COSNA.

2. Le deuxiéme objectif est d’approfondir nos connaissances sur les effets in
vitro des aziridines de synthése sur la prolifération des lymphocytes huma;'ns
stimulés par les agents mitogénes.

3. Le troisiéme objectif est de déterminer les effets in vivo des aziridines chez le

rat Wistar, animal de laboratoire choisi pour les essais toxicologiques.
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Le cancef constitue 'un des problémes de santé¢ & P’échelle mondiale et I'une des
préoccupations majeures en matiére de santé et de recherche dans toutes les régions du
pays. L’ampleur de cette morbidité n’a fait que croftre au cours de ces derni¢res annees.
Cette maladie est devenue 1’une des causes essentielles des décés a un age avancé dans les
pays occidentaux (Bray et al., 2002). Selon les estimations de I’organisation mondiale de
la santé, plus de 20 millions de personnes de par le monde sont atteints de cancers et la
majorité d’entre elles vivent dans les pays'en voie de développement (OMS, 2006). En
France, en 20 ans (chiffres issus du rapport de la commission d’orientation sur le cancer
publié en janvier 2003), I’incidence du cancer est passée de 170 000 en 1980 a 278 000,
20 ans apres, soit une augmentation de 63 % du nombre des cancers (OMS, 2006). Au
Canada, d’aprés les taux d’incidence actuéls, on estime que 43 % des hommes et 38 %
des femmes pourraient, & un momght ou I'autre de leur vie, &tre atteint de cancer (SCC,
2006). L’Algérie n’amp“as échappé a cette tendance. Environ 30‘(.)00 nouveaux cas »de
cancer sont diagnostiqués chaque année dahs notre pays, avec une augmentation de 50%
du nombre de cas entre 1986 et 2000 (Revue de Presse, 2006). Prés de 20.000 personnes
meurent de cancer chaque année, ce qui représente une des principales causes de mortali_té
pour I’homme et pour la femme. Le nombre total de décés étant annuellement de 1’ordre
de 170.000 dans notre pays. Une telle situation peut s’expliquer selon les spécialistes en la
matiere, par la transition démographique, marquée notamment par I’environnement et les
changements de mode de vie, avec en particulier la progression du tabagisme dans la
population. Cette mortalité qui est trés élevée est due a un diagnostic souvent tardif et a
une prise en charge difficile et coiteuse. Tous ces chiffres expliquent pourquoi la lutte

contre le cancer fait I’objet d’un soutien privilégié, par les services concernés dans le
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monde, dans tous ses aspects : prévention, dépistage, amélioration de la qualité des soins,
formation en cancérologie et recherche. La tendance actuelle est de soutenir des
recherches qui assurent un continuum du laboratoire a la prise en charge des patients
atteints de cancer.

Les progres thérapeutiques réalisés ces dernieres années dans les pays industrialisés sont
difficilement transposables dans notre pays en raison de problemes organisationnels et
également de cofits. La prévention et le dépistage sont actuellement les armes les plus
efficaces contre les cancers les plus répandus. Le cancer du poumon, du sein, du col, de
I’utérus, du colon, du rectum et du naso- pharynx représentent plus de la moitié des
nouveaux cas et sont hélas en progression rapide en Algérie. Dans les pays occidentaux,
les cancers les plus souvent diagnostiqués sont le cancer de la prostate chez ’homme et le
cancer du sein chez la femme, tandis que le cancer du poumon demeure le plus mortel
(OMS, 2006).

Malgré la diversit¢ de 1'origine de cette pathologie et la complexité des mécanismes
qu’elle met en jeu, les cellules cancéreuses se caractérisent toutes par les propriétés
suivantes : I’indépendance vis-a-vis des signaux de prolifération, 1’insensibilit¢ aux
signaux antiprolifératifs, 1’abolition de 1’apoptose, la capacité proliférative illimitée, la

capacité de susciter I’angiogenése et ’acquisition d’un pouvoir invasif. Ainsi pour

remédier a cette pathologie les cliniciens, en plus des interventions chirurgicales et de la

radiothérapie utilisent la chimiothérapie qui est basée sur ’utilisation de molécules
cytotoxiques qui par leurs propriétés d’inhibition de la réplication de ’ADN ou de la
mitose (Brun et al, 1998), visent préférentiellement les cellules se divisant activement

dont les cellules tumorales.
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Les traitements du cancer se sont développés depuis un demi-siecle et ont vécu plusieurs
révolutions (Fabien et al., 2003). La premi¢re empirique, qui débute en 1950, voit
’obtention des premiéres rémissions completes dans des leucémies aigués de I’enfant par
Iutilisation des glucocorticoides associés a des antimétabolites comme le Méthotrexate

ou la Mercaptopurine.

Trés rapidement se mettent en place les tests biologiques qui vont permettre de tester
Iefficacité de nouveaux médicaments, essentiellement des lignées cellulaires
transplantables dérivées de tumeurs expérimentales spontanées ou chimioinduites chez la
souris. Ces tumeurs sont injectées en intra-péritonéal ou par voie intraveineuse chez des
souris, elles ont une cinétique de croissance extrémement rapide, tuant les animaux en
quelques jours ou semaines. L’ efficacité des nouvelles drogues est testée essentiellement
sur la survie des animaux (« increased life span », ILS). Ces tests, encore tres largement
utilisés, ont permis la sélection de nombreux médicaments cytotoxiques largement utilisés
jusqu’a ce jour et tres efficaces chez I’Homme. Parmi ces médicaments anticancéreux, les
plus utilisés se résument en des alcaloides et agents antimicrotubuline, des -agents
antimétabolites comme les antifolates et les antipyrimidines, des agents alkylants comme
les moutardes azotées, les aziridines et les hydfa,zines, des agents interagissant avec les
topoisomérases comme les analogues de la camptothecine et les anthracyclines.
Cependant, ces traitements n’ont pas de spécificité vis-a-vis des cellules humaines.

Au début des années 70, un réel effort international a été engagé visant a identifier les
bases biologiques du cancer et ainsi, des cibles moléculaires plus spécifiques aux cellules

humaines.
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Ainsi, le développement de nouveaux médicaments ciblant des phénoménes biologiques
identifiés et spécifiques des cancers est en pleine expansion. Globalement, les cibles
moléculaires jusqu’en 1990 étaient essentiellement les nucléotides, ’ADN, I’ARN, la
réplication et la transcription. 11 existe plusieurs types d'agents chimiothérapeutiques. Ces
médicaments perturbent les processus de la division cellulaire de différentes maniéres. Iis
sont classés selon leur mécanisme d’action. On distingue des produits qui perturbent le
fuseau mitotique (antifusoriaux), d’autres qui s’intercalent & 'ADN et induisent des
cassures de cette derniére (intercalant, inhibiteurs de topoisomeérase II) ou encore des
molécules qui inhibent des enzymes de synthése de ’ADN appelées antimétabolites
(Fabien et al., 2003).

Le développement des quinze dernieres années se fait vers le ciblage des protéines
nucléaires, cytoplasmiques ou membranaires impliQuées dans les cascades de la
transduction des signaux, des récepteurs membranaires aux protéines de régulation du
cycle cellulaire. En effet, une attention particuliere a ét¢ portée ces derni€res années au
ciblage moléculaire des protéines régulatrices du cycle cellulaire et qui sont dérégulés
~dans les proliférations tumorales (Knockaert et al., 2002 ; Ruetz et al., 2003). Le
développement de molécules destinées & induire 1’apoptose des cellules cancéreuses est
aussi trés important et trés prometteur (Zamzami et al., 2003). Un autre aspect de la
thérapeutique qui porte les plus grands espoirs est le développement de molécules
destinées a linhibition de la formation des- métastases, la métastase étant un des
parametres les plus péjoratifs de. la maladie cancéreuse (Singh et al, 2003) et a

I’inhibition des télomérases, enzymes assurant I'intégrité des téloméres qui représentent
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des fragments d’ADN jouant un rdle important dans la survie cellulaire (Alberti et al.,
2003).

Ainsi, les traitements anticancéreux sont nombreux, mais présentent des effets
secondaires et s'attaquent surtout aux cellules tumorales matures mais non aux cellules
souches cancéreuses, souvent & l'origine des récidives. D'autant que la radiothérapie et la
chimiothérapie n'arrivent pas 4 €liminer ces cellules dormantes qui proliferent trés peu.
Les traitements classiques s'attaquent spécifiquement aux cellules qui se divisent
rapidement, parmi lesquelles figurent non seulement les cellules tumorales matures mais
aussi les cellules des cheveux, les cellules sanguines et celles qui tapissent le tube digestif,
ce qui explique le fait que les patients soumis a ces thérapies perdent leurs cheveux,
souffrent de nausées et voient leur systéme immunitaire s'affaiblir considérablement
(Brun et al., 1998).

Une nouvelle branche se développe aujourd’hui, I’'immunothérapie appelée thérapie
biologique qui consiste & se servir du systéme immunitaire du corps pour lutter contre les
cellules cancéreuses. C’est tout ce qui tourne au‘touf de 'immunit¢ anti-tumorale.
L'immunité désignait initialement la résistance d'un organisme vis-a-vis dun agent
infectieux. Cette définition s‘est' ensuite ¢largie a l'ensemble des réactions tendant a
éliminer des substances étrangéres. L'immunité peut étre définie comme l'ensemble des
meécanismes biologiques permettant a un organisme de reconnaitre et de tolérer ce qui lui
appartient en propre (le soi) et de reconnaitre et de rejeter ce qui lui est étrangef (le non
soi) : les substances étrangéres ou les agents infectieux auxquels il est exposé, mais aussi |
ses propres constituants altérés (comme des cellules tumorales). Elle met en jeu deux

processus, I''mmunité non spécifique, d'action immédiate, qui fait intervenir des cellules
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responsables de la phagocytose, et I'immunité spécifique, qui se développe en quelques
jours et dépend de la reconnaissance spécifique de la substance étrangere, prélude a sa
destruction ; elle garde le souvenir de la rencontre.

Les lymphocytes occupent une place centrale dans la mesure ou ils déterminent la
spécificité de la réponse immunitaire (Koskinen et al., 2007 ; Chan et é,l., 2008 ). Les
cellules qui interagissent avec les lymphocytes ont un réle important dans la présentation
des antigénes et dans la médiation des fonctions immunologiques. Ces cellules incluent
les cellules dendritiques, les monocytes/macrophages, les neutrophiles, mastocytes,
basophiles et éosinophiles. Ces cellules jouent un rdle direct dans I’induction puis dans les
phases effectrices de la réponse. Les lymphocytes B (immunité humoral) et T (immunité
cellulaire) sont les cellules effectrices de l'immunité spécifique. L'immunocompétence
d'un lymphocyte dépend de la synthése dun récepteur membranaire (BCR, B Cell
Receptor pour les lymphocytes B; TCR, T Cell Receptor pour les lymphocytes T)
capable de reconnaitre spécifiquement un antigéne. De plus, les lymphocytes T possédent.
des protéines membranaires reconnues par les anticorps (désignées par le préfixe CD,
classes de différenciation). On distingue deux populations principales de lymphocytés T
d'apres la présence de ces protéines membranaires spécifiques, les lymphocytes CD8 et
les lymphocytes CD4. Les lymphocytes CD8 sont des lymphocytes cytotoxiques (Tc) et
les lymphocytes CD4 sont des lymphocytes helpers (Th). Les Th ont pour rdle d'activer
des cellules de la réaction immunitaire : les macrophages, les lymphocytes B mais aussi
les lymphocytes Tc. Selon l'environnement dans lequel ils se frouvent, les lymphocytes
Th se différencient soit en lymphocytes Thl soit en lymphocytes Th2. Les lymphocytes

Thl orientent la réponse immunitaire vers l'immunité a médiation cellulaire (lymphocytes
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Tc). Les lymphocytes Th2 orientent la réponse immunitaire vers I'immunité & mediation
humorale (production d'anticorps). Les lymphocytes T cytotoxiques (CD8) sont les
éléments majeurs de la réponse immunitaire ahti—tumorale (Domchek et al, 2007,
Khanna et al, 2007 Ebelt et al, 2008). Ces lymphocytes cytotoxiques CD3
reconnaissent les cellules tumorales par leurs antigénes de surface (Rey et al., 2005). Ces
cellules agissent soit en produisant localement la perforine ou d’autres enzymes
protéolytiques qui entrainent des Iésions irréversibles sur la membrane cellulaire des
cellules cibles, soit en produisant des cytokines entrainant par la suite une destruction
des cellules cibles (Sutton et al., 2007). Cependant, les lymphocytes T auxiliaires (CD4),
jouent également un rdle important dans la réponse immunitaire anti-tumorale. Cette
cellule a P’état de repos (ThO) peut &tre activée en Thl et favorise la cytotoxicité en
stimulant les lymphocytes CD8. Certains lymphocytes ne portent aucun des marqueurs B
ou T, ce sont les cellules NK (Natural Killer) (Britienden et al., 1996). Les cellules NK
ont été qualifiées de cellules tueuses naturelles parce quelles exercent un effet
cytotoxique direct sur les cellules anormales : cellules infectées par des virus ou cellules -
cancéreuses. Un récepteur membranaire détecte I'absence de molécules CMH de classe I a
la surface des cellules cibles.

La découverte d'antigenes tumoraux (molécules exprimées sélectivement par les cellules
cancéreuses) ouvre de nouvelles perspectives dans le domaine de l'immunothérapie du
cancer (Chouaib et al, 2006; Ullrich et al., 2008 ; Loisel-Meyer et al., (2008). Les
stratégies élaborées dans ce cadre visent & stimuler une réponse immunitaire dirigée
specifiquement contre les antigénes tumoraux, conduisant & la destruction des cellules

cancéreuses par des lymphocytes tueurs (lymphocytes T CD8 cytotoxiques). Le mode
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d'administration des antigénes tumoraux est un des éléments essentiels qui conditionne le
succes de ces nouvelles formes de vaccination anticancéreuse. Une des méthodes lés plus
utilisées pour présenter ces antigénes aux lymphocytes consiste & utiliser des cellules
dendritiques, qui sont de vraies cellules présentatrices professionnelles. Elles sont en effet
capables de digérer les débris de cellules cancéreuses et de faire migrer 5 leur surface les
antigénes grice a différents mécanismes endocytiques et les présentent, aprés digestion,
sous forme de peptides associés aux molécules du complexe majeur d’histocompatibilité
CMH 1I ou I aux lymphocytes T CD4+ ou CD8+, capable de reconnaitre et éliminer les
cellules tumorales qu’ils trouveront sur leur chemin (Hu et al., 2000; Tanaka et al., 2005 ;

Corthay, 2007).

Les relations entre systéme immunitaire et cancer ont fait ’objet de nombreuses
recherches et il est bien admis que le cancer est une maladie dite immunosuppressive

(Boitard et al., 1999 ; Gao et al., 2007).

Au cours du développement d’un cancer, le systéme immunitaire doit faire face a la
prolifération de cellules malignes présentant a leur surface une signature particuliere : les
marqueurs tumoraux. Ces molécules, absentes des cellules saines, sont utilisées comme
repere par certains acteurs du systéme immunitaire (les lymphocytes T) pour reconnaftre
la tumeur et la détruire (Bercovici et al., 2000). Les lymphocytes T sapent le cancer en
l'assaillant sur deux fronts: Cytotoxiques, ils détruisent d'une part les cellules
cancereuses ; D'autre part, ils reldchent une protéine, linterféron, qui bloque
'angiogenése tumorale, soit la formation du réseau de vaisseaux sanguins destiné a

nourrir la tumeur et & favoriser sa croissance. Ce processus, qui est naturel, se développe



lentement. Pendant ce temps, le cancer progresse et le systeme immunitaire se voit vite
dépassé par le nombre grandissant de cellules a éliminer (Nowell, 1986).

En effet, les patients victimes d’un cancér présentent un taux d’infections accruy, et des
anomalies immunitaires ont pu &tre ’détectées chez eux au cours d’études en laboratoire :
le cancer, s’il est suffisamment étendu, perturbe le fonctionnement du systeme
immunitaire (Reiche et al., 2005). Des anomalies associées a une déficience du systéme
immunitaire sont particulierement marquées au cours du cancer du sein (Forget, 2004),
Inversement, I’incidence des cancers est plus €levée chez les patients porteurs d’un deficit
immunitaire congénital ou d’un déficit acquis, a la suite, par exemple, d’un traitement
immunosuppresseur : le systeme immunitaire ne détruit plus les cellules cancéreuses. Un
stress chronique est associ¢ a un affaiblissement des défenses immunitaires et expose a un
risque élevé de cancer (Reiche et al., 2005). De plus, plusieurs expériences menées chez
des souris montrent que lorsque le systéme immunitaire est déficient et qu’un cancer se
développe, si on stimule le systéme immunitaire, ce cancer régresse (Joncker et al., 2005).
Chez les souris présentant une tumeur spontanée du pancréas, le nombre de lymphocytes
T activés effecteurs est trés faible (Clark et al., 2007). Chez ’homme, les lymphocytes T
activés sont aussi réduits au cours du cancer (Bussing et al., 2007). |

Un autre fait important est que chez les patients cancéreux, le systéme immunitaire ne
reconnait pas les tumeurs comme dangereuses. En effet, le rejet tumoral efficace se fait
grace a la reconnaissance & la surface de la cellule tumorale d’un ou de plusieurs
antigénes spécifiques présentés aux lymphocytes « T » cytotoxiques par les molécules de
classe I du complexe majeur d’histocompatibilit¢ « CMH ». Cette reconnaissance est

aidée par des molécules d’adhésion et de co-stimulation et permet une cascade
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immunologique rﬁettant en ccuvre la libération de cytokines amplifiant la réponse
cytotoxique (Pittet et al., 2001). Cette cascade cytotoxique devrait théoriquement
conduire a la destruction tumorale. Cependant, ’absence ou la déficience d’un ou de
plusieurs de ces acteurs peut conduire & un état d’anergie lymphocytaire et de tolérance
vis-a-vis de la tumeur. De plus, les cellules tumorales dérivent des propres cellules de
I’héte. De ce fait, la majorité des molécules de surface des cellules cancéreuses existent
dans les cellules « normales» de I’hdte et ne sont donc pas reconnues cofnme
« étrangeres » par le systéme immunitaire (Dunn et al., 2002).

Cependant, dans quelques cas, les cellules cancéreuses expriment des molécules
« spécifiques » ou « antigénes tumoraux ». Il peut s’agir de protéines spécifiques (mutées)
produites par les cellules cancéreuses, des oncogénes ou des anti-oncogenes mutés,
spécifiques de la tumeur ou une surexpression d’antigénes « normaux ». Idéalement, ils
pourraient, alors, étre reconnus. Malheureusement, trés souvent ces antigénes ne sont pas
exprimés 4 la surface des cellules et sont donc inaccessibles aux anticorps. |

Parmi les principales substances chimidues actives dans le syst¢me immunitaire, il y a les
cytokines dont font partie les interférons et les interleukines. En effet, les cytokines
peuvent étre décrites comme les hormones du systéme immunitaire puisqu’elles
interviennent dans le dialogue entre lymphocytes, macrophages et autres cellules
intervenant au cours de la réaction inflammatoire et des réponses immunitaires (Van
Kampen, 1997). Chez les patients dont le syst€éme immunitaire est déja faible et chez qui
le cancer en est encore a un stade peu avancé, on peut injecter des cytokines pour relancer
la fonction immunitaire de 1’organisme. Les interférons et les interleukines, dont le r0le

dans la stimulation des lymphocytes T est connu depuis longtemps, ont fait I’objet de
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nombreux essais cliniques, particuliérement dans le cas des mélanomes (Bickers et al,,
2000). Le mélanome est une tumeur maligne de la peau issue des mélanocytes, cellules a
l'origine de la pigmentation de la peau. Les médecins possedent désormais suffisamment
de données et de recul pour évaluer leur efficacité. Les protocoles ont en outre
considérablement évolu¢ depuis les premiers essais afin de rendre ces traitements moins
toxiques. Lors de l’administratibn d’interleukine 2 ou d’interféron 4 des patients
présentant des mélanomes métastatiques, des réponses positives sont observées dans 15 a
20 % des cas (Figlin et al., 1997 ; Negrier et al., 1998 ; Bien et al, 2007 ; Longo et al,,
2007). Actuellement, les essais cliniques avec I’ interféron ont quasiment été abandonne’s
au profit de I’interleukine 2 (IL-2). Cette derniére donne une réponse plus efficace
(Bouet-Toussaint et al., 2000 ; Antony et al., 2006). L’IL-2 induit une stimulation et une
prolifération des lymphocytes T actives ainsi que_des cellules tueuses ou cellules NK.
L'TL-2 est sécrétée essentiellement par les lymphocytes T de type CD4+ stimulés par les
antigenes présentés par les macrophages et par IIL-1. L'interaction entre un macrophage
porteur d'un antigéne présenté par les molécules CMH de classe II et le récepteur d'un
lymphocyte T Helper, provoque au niveau du lymphocyte T la stimulation de la
phospholipase C qui hydrolyse le phosphatidyl-inositobdiphoshaté (PIP2) en vinositogl
triphosphate (IP3) et en diacylglycérol (DAG). L’inositol triphosphate (IP3) libére le
calcium intracellulaire (& partir du réticulum sarcoplasmique) et induit I’activation
d’enzymes Cat+-dépendantes dont I’activité est modulée par la calmoduline. La
calmoduline chargée de calcium active la calcineurine (une phosphatase) qui favorise la
translocation nucléaire du facteur transcriptionnel NF-AT (un facteur essentiel 4 la

transcription du géne de I’interleukine-2) induisant la synthése d'TL-2 dans les cellules
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lymphoides (Ehring et al., 2000). De plus, 'IL-2 augmente l’actiyité cytotoxique des
lymphocytes T CD8, stimule la prolifération, la différenciation des lymphocytes B et
augmente la cytotoxicité des monopytes. Elle induit la sécrétion de multiples cytokines
comme : D’interféron gamma, le « TNF », I'interleukine-1 (IL-1), 1’IL-4,} I'IL-6, etc
(Eguizabal et al., 2007; Pallikkuth et al., 2007).

Les effets de I’interleukine 2 avaient déja été testés a I’Institut Curie entre 1990 et 1997
sur plus d’une centaine de patients atteints de cancer du rein (Tourani et al., 1997).
Malgré des effets toxiques, une régression .de la tumeur avait €té constatée dans 15320 %
des cas et des réponses prolongées ont méme été observées pour 5 % d’entre eux. La
plupart du temps, la réchute métastatique s’est ;avérée plus lente et des absences de
récidive ont également ¢té observées chez certains patients.

Ces premiers essais avaient permis d’optimiser le protocole d’administration de
’interleukine. Dans une premiére phasé, les lymphocytes anti-tumoraux étaient stimulés
in vitro en présence d’interleukine 2, puis injectés au patient en grande quantité. A partir
de 1998, I’activation des lymphocytes T était réalisée par injection directe d’interleukine
au patient. Ce mode d’administration a 1’avantage d’étre moins toxique, plus efficace et
moins onéreux que le précédent.

L’immunothérapie a réellement fait son entrée dans la panoplvie des approches
thérapeutiques contre le cancer, notamment aprés les travaux sur les mécanismes
d’activation de certaines cellules du systéme immunitaire (les cellules Th) dans la lutte
contre les cellules cancéreuses (Stagg et al., 2007). Les cancérologues ont basé leurs
recherches sur I’hypothése que le développement de cellules cancéreuses est un

phénomene naturel qui se produit réguliérement tout au long de la vie d’un étre humain,
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mais due le systéme immunitaire est, dans la plupart des cas, capable de détruire ces
cellules. Le cancer serait donc le résultat d’une défaillance du syst¢me immunitaire. Cette
théorie a suscité beaucoup d’intérét ces derniéres années, mais il était difficile d’étudier
les mécanismes de défense immunitaire contre les cellules cancéreuses. Comment peut-on
en effet observer I’apparition de cellules invisibles, détruites immédiatement aprés leur
formation ?

Alexandre Corthay et ses collaborateurs ont élaboré une méthode permettant
Iobservation de ces mécanismes. Ils ont recréé les conditions de défense immunitaire
chez des souris génétiquement modifiées (Corthay et al., 2005). La nouvelle méthode
consiste a injecter aux 'souris un gel contenant des cellules cancéreuses. Ce gel a la
propriét€ d’étre liquide a basses températures, et de se solidifier a 37°C. Aprés injection
sous-la peau des souris, le gel se solidifie immédiateﬁlgnt et permet aux chercheurs de
localiser les cellules cancéreuses a tout moment et d’étudier la réaction du systéme
immunitaire.

Alexandre Corthay et ses collaborateurs ont montré que les mécanismes de défense
immunitaire se déclenchaient 4 un stade trés précoce et que si le systéme immunitaire
n’était pas venu a bout des cellules cancéreuses aprés deux semaines, le cancer
s’installait. Ces chercheurs norvégiens ont utilisé des cellules immunitaires (cellules Th)
et des cellules cancéreuses particuliéres, mais affirment que leurs résultats peuvent
s’appliquer a d’autres types de céllules. Ces résultats ouvrent de nouvellés voies dans la
lutte contre le cancer et pourraient amener 4 des traitements basés sur les mécanismes de

défense immunitaire.
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La connaissance des mécanismes d’activatioh et d’amplification de la téponse
immunitaire ouvre un champ de la médecine dont I’immunomodulation est une
application potentielle. En inhibant la prolifération des lymphocytes, nombre
d’immunosuppresseurs bloquent I’induction d’une tole’rancé immunitaire. Celle-ci est
précisément 1’objectif d’approches ciblant les structures de reconnaissance de ’antigene,
de co-stimulation ou les cytokines. Une caractérisation moléculaire des états fonctionnels
qui conduisent & I’activation lymphocytaire est aujourd’hui accessible, et susceptible
d’ouvrir la voie a la définition de nouvelles cibles thérapeutiques de I’immunomodulation
L’approche thérapeutique par I'immunothérapie permet de restaurer le systéme
immunitaire et lui perméttre de fonctionner de maniére optimale. D¢s lors que le systéme
immunitaire est restauré, il va jouer son role qui est de détruire tous les corps étrangers
dont les cellules cancéreuses qui sont des cellules anoﬁnaies. D’ou I'idée de multiplier
les lymphocytes afin d’augmenter la rentabilité¢ du processus.

Toutes ces données montrent que la manipulation du systtme immunitaire a des fins
thérapeutiques contre le cancer est un concvept possible. Pour certains cancérologues, une
meilleure efficacité thérapeutique est obtenue lorsque 1’immunothérapie est utilisée en
association avec des drogues anti-tumorales (Fabien et al., 2003).

Les aziridines sont des agents alkylants anti-tumoraux (Huang et al., 2004 ; Vainchtein et
al., 2007), leurs activités thérapeutiques ont &t¢ décrites pendant plus d'une décennie. En
raison de la présence d'anneau hétérocycle, les aziridines ont montré une grande
réactivité vis-a-vis des composés nucléophiles et électrophiles (Kiss et al., 2007). Les
aziridines représentent des agents chimiothérapeutiques d’un grand intérét dont les

activités anticancéreuses et antibiotiques sont largement démontrées (Reynolds, 1995 ;
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Papaioannou et al,, 2001; Den Brok et al, 2005). Ces molécules sont des agents
alkylants, et présentent une affinité particuliére pour ’ADN (Vedejs et al., 2003; Warner
et al., 2007). L interaction entre ces agents et ’acide nucléique empéche la réplication de
I’ ADN, perturbe la division cellulaire, inhibe la syntheése des protéines (Remers et al.,
1995 ; Schirmeister, 1999) et sont donc largement utilisées dans le traitement de cancer.
Dans les molécules biologiques, les groupes les plus sensibles aux agents alkylants sont
les groupements SH, OH, CO2H des protéihes ainsi que les groupes NH2 et NH des bases
puriques et pyrimidiques. En général, ces groupes réactifs comportent un proton mobile
qui peut s’échanger contre un groupe alkyle. Dans la guanine, c’est ’azote N7 et a
moindre degré, l’oxjfgéne 06 qui sont les plus réactifs créant des liaisons covalentes
avec les agents alkylants (Zabska et al., 1987; Li et al, 1997 ; Voloshchuk et al., 1999 ).
Musser et al. (1992) ont élaboré un processus réactionﬁel par le quel le thiotépa et le tépa
(dérivés d’aziridine) se lient & ’ADN & la position N 7 du noyau pentagonal de la
guanine.

De nombreuses études ont démontré également 1’alkylation de I’ADN avec les aziridines.
Humayoun et al. (1975) ont synthétis¢é une mitomycine C analogue de la Bis-
Aziridinopyrrolidinoquinone, un agent actif contre les tumeurs. Ces composés induisent
d'une fagon efficace des liaisons transversales covalentes dans I'ADN. Ils ont pu
démontrer cette propriété par le test de fluorescence & 1'éthidium sur les cellules
tumorales. Le bromure d’éthidium est un agent d’intercalation couramment utilisé
comme marqueur d’acide nucléique et peut facilement détecter les liaisons transversales
produites par la Bis-Aziridinopyrrolidinoquinone. La Bis—Aziridinopyrrolidinoduinone

devient fluorescente avec une couleur rouge-orangée, 20 fois plus intense lorsqu’elle est
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liée & ’ADN. Ceci est confirmé par le test indépendant utilisant la Sli—endonucléase, une
nucléase qui coupe la liaison phosphodiester entre les nucléotides du brin simple
d’ADN. Les aziridinoquinones provoquent d'une fagon efficace des liaisons transversales
dans I'ADN. Les chercheurs ont observé une corrélation directe entre la quantité de
liaisons transversales covalentes et le contenu (G + C) de ’ADN.

Le Pla et al. (2005) ont isolé deux azinomycines A et B portant un noyau aziridine .
différentes par le radical X (X=CH2 .pour I’azinomycine A et X=CHOH pour
1’azinomycine B) a partir de cultures de bactéries Streptomyces griseofuscus S42227.
Ces composés montrent des propriétés anti-tumorales in vivo intéressantes dues 2 la
formatiqn de ponts interbrins de ’ADN. Ils ont démontré que 1’azinomycine B génére
une di-alkylation de I’ADN entre deux bases puriques grice a son cycle aziridine. Cette
alkylation de ’ADN a été confirmée par une réduction marquée dans la mobilité
électrophorétique de 'ADN. L’activité de 1’azinomycine est iinportante sur les tumeurs de
la vessie et certaines tumeurs digestives (cesophage, estomac, pancréas, colon).
L’importance des aziridines s’¢étend de leur utilit¢ dans le développement de nouveaux
médicaments potentiels a visée anticancéreuse ou antivirale & leurs fonctions biologiques.
Il a ét¢ démontré que les aziridines possédent une activité immunotropique marquée
(Kowalczyk-Bronisz et al., 1986 ; Hanessian et al., 2000). Les aziridines modulent les
deux systeémes immunitaires aussi bien humoraux que cellulaires. Ainsi certaines
recherches ont montré que les aziridines sont immunostimulantes (Bicker, 1978). C’est le
cas de BM 12, 531 (2-cyan substituted aziridine) qui provoque une augmentation |
spontanée de la concentration des lymphocytes T chez les patients cancéreux et module

le systéme immunitaire chez les animaux. Srikrishnan (1990) a montré qu’Azimexon [2-
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cyanaziridinyl-2-carbamoyl-aziridinyl-1-propane], dérivé de 2-cyanaziridine employé
dans le traitement des mélanomes, est un immunostimulant et montre des effets
thérapeutiques dans des modeles de tumeur et des infections expérimentales chez les
souris. In vitro, cette substance augmente la concentration des lymphocytes T chez les
souris. Chez les patients cancéreux, elle augmente le rapport T4/T8 et est employé dans le

traitement des mélanomes (Srikrishnan, 1990).

D’autres chercheurs ont montré que les aziridines peuvent &étre aussi des molécules
immunodépressives induisant un déficit immunitaire comme le ciamexon (dérivé

d’aziridine) (Baier etal., 1991).

Baier et al. (1991) ont déVeloppe’ des modeles cellulaires humains afin d'étudier l’actioh
des aziridines sur les cellules T. Ils ont montré que le Ciamexone, dérivé de 2-cyan-
aziridine, régﬁle les cellules T. Sur la base de ces observations, le Ciamexone semble &tre
un agent immunosuppressif fortément sélectif. Afin d'évaluer encore d'autres mécanismes
possibles du Ciamexone, les mémes chercheurs ont étudié son influence in vitro sur la
production du gamma Interféron (IFN gamma) par les lymphocytes T stimulés par la
phytohémagglutinine (PHA agent mitogéne spécifique des cellules T) de 15 patients
atteints de tumeur et de 12 sujets témoins en bonne santé. La production du IFN- Gamma
a ¢été mesurée par ELISA. Ils ont constaté une augmentation du nombre des lymphocytes
T .suite a la stimulation par I’agent mitogéne, associée a une augmentation de la
production d’IFN gamma chez les deux groupes étudiés. L’addition de Ciamexone aux

lymphocytes T stimulés par la PHA provoque une réduction de la production d’TFN
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gamma chez les patients et chez les témoins. Ces résultats corroborent toutes les

investigations montrant la modulation du systéme immunitaire par les aziridines.

Guilbaud et al. (2001) ont synthétisé un composé¢ dénommé S 23906-1 (acronycine, un
dérivé d’aziridine). Cette substance chimique posséde un‘ profil pharmacologique
original. Ce dérivé d’aziridine se caractérise in vitro par une puissante activité
cytotoxique et par des perturbations du cycle cellulaire, différentes de celles de la plupart.
des agents anticancéreux. In vivo, il présente une sélectivité pour les tumeurs humaines.
Is ont évalué l'activité antitumorale de ce composé, administré par voie orale, dans des
modéles orthotopiques de tumeurs humaines de colon greffées sur le caecum de souris
nude (souris immono-déficientes). Trois tumeurs coliques ont été greffées au jour O :
HT29, LS174T et HCT116. Dans les trois modeles, le traitement des animaux avec le S
23906-1, administré & des doses allant de 1,56 mg/kg & 6,25 mg/kg, se traduit par une
inhibition significative de la croissance de la tumeur primaire aprés 12 et 22 jours
d’expérimentation. Un effet comparable est obtenu aprés traitement des animaux par
Pacronycine  utilis¢ en 'clinique dans le traitement du cancer colique. L’étude
histologique des différents organes prélevés a la fin de l'expérience dans le modele
HCT116 montre que l'administration de S 23906-1 supprime totalement la carcinose
péritonéale - ainsi que la formation de métastases hépatiques, pulmonaires et

ganglionnaires (ganglions lymphatiques mésentériques).

Les travaux de Siwy et al. (2007) ont mis en évidence le pouvoir anticancéreux d’une
nouvelle série de dérivés 1,3-(oxytetraethylenoxy)-cyclotriphosphazene contenant le

noyau aziridine. Leur activité cytostatique in vitro sur les cellules cancéreuses coliques
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humaines de la lignée HI-60, d'A549 et de HCV29T a été bien étudi¢e. L addition de 1,3-
(oxytetraethylenoxy)-cyclotriphosphazene dans} le milieun de culture entraine une
inhibition dose-dépendante de la prolifération cellulaire. Cette inhibition est observée a la
concentration de 0.2 pug/ml, celle-ci devient totale pour une concentration de 0.4 pg/ml
L'étude du cycle cellulaire montre que 1,3-(oxytetracthylenoxy)-cyclotriphosphazene
induit un blocage des cellules au niveau de la phase de transition G2/M, entre la seconde
phase de croissance et la division cellulaire. L’étude du marquage immunofluorescent, &
l'aide des anticorps anti-tubuline marqué a la fluorescéine, montre que ce blocage est dii a
une dépolymérisation du réseau microtubulaire, en empéchant I’accumulation anormale
de tubuline dans les tumeurs. Ces dérivés peuvent représénter une vnouvelle classe d’agent

anticancéreux.

Il apparait donc clairement que la caractérisation des mécanismes cellulaires et
moléculaires a l'origine des effets anti-tumoraux des aziridines pourrait conduire a la
mise en place d'un essai dimmunothérapie qui constitue une nouvelle voie d’approche

pour la thérapie des cancers.

Afin d’explorer de nouvelles aziridines a activité biologique, nous avons choisi comme
modele le cancer du sein, en raison de sa fréquence élevée non seulement dans les pays
occidentaux mais également en Algérie. Une étude épidémiologique sur le cancer du sein
chez les femmes hospitalisées en gynécologiec au CHU de Tlemcen indique qu’en 2007,
150 femmes sont atteintes du cancer du sein dont plus de 70% ont une tumeur maligne
(Résultats non publiés). En Algérie le taux d’incidence est de 14 cas pour 100.000

habitants par an (OMS, 2006).
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De plus, le cancer du sein est caractérisé¢ par une déficience immunitaire notamment

une réduction des lymphocytes T et des cellules NK.

Ainsi, I’'immunothérapie constitue une nouvelle voie d’approche pour la thérapie du
cancer du sein. Les grandes avancées en; terme de compréhension des mécanismes de
prolifération tumorale ont permis la mise en place de traitements tres efficaces. Dans ce

travail, nous nous sommes donc fixés plusieurs objectifs :

1-le premier objectif est de déterminer les effets in vitro des aziridines de synthese sur la

prolifération des lymphocytes humains stimulés par les agents mitogenes.

2- le deuxiéme objectif est de voir les effets in vitro des aziridines sur les lymphocytes de

patients atteints de cancer du sein.

3- le troisiéme objectif est de déterminer les effets in vivo des aziridines chez le rat

Wistar, animal de laboratoire choisi pour les essais toxicologiques.

Par conséquent, nous voulons apporter une contribution sur I’intérét et I’importance de

Tutilisation des aziridines au cours de I’immunothérapie. Notre projet de recherche

devrait permettre de développer une immunothérapie anticancéreuse basée sur
I’utilisation des substances aziridines nouvellement synthétisées au niveau du laboratoire
COSNA (Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyses) de !'Université de
Tlemcen, et de mieux situer la place de cette nouvelle approche dans l'arsenal

thérapeutique contre le cancer.
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. I. Etude in vitro

I.1. Population étudiée

- Les échantillons de sang proviennent de femmes atteintes d’un cancer du sein dans le
service de maternité du centre Hospitalo—universitaire de Tlemcen, et de femmes

B \
| volontaires en bonne santé considérées comme témoins. Les femmes participant a cette

al ctude sont informées sur les objectifs et le déroulement du travail et leur consentement
est demandé préalablement.
L.2. Prélévements sanguins

Ils se font a jeun, au niveau de la veine du pli du coude, sur des tubes avec un
N anticoagulant (héparine ou EDTA). 4 ml de sang sont prélevés et servent a I’isolement
des lymphocytes le jour méme du prélévement.

I.3. Frottis sanguin

L’examen du frottis de sang permet d’étudier avec précision la morphologie cellulaire
3 — et de caractériser les différents types de cellules.
‘Une gouttelette de sang est déposée sur une lame en verre et sert 4 la préparation du
frottis sanguin. La coloration permet I’identification des leucocytes grace a leurs
L caractéristiques propres mises en €vidence par un colorant approprié. On réalise la
— coloration du frottis par une solution de May-Grunwald-Giemsa, basée sur 1’emploi
successif de deux colorants : le May-Grunwald et le Giemsa. Le premier fixe le frottis

par son alcool méthylique et colore les éléments acidophiles et les granulations

spécifiques des leucocytes. Le second colore surtout les noyaux et les parties
azurophiles.
= Le frottis est examiné au microscope a I’aide de I’objectif 4 immersion (objectif 100),

| puis est photographié (Zeiss, Axioplan, Germany).
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I.4. Isolement des lymphocytes

L’isolement des lymphocytes se fait a partir d’un prélévement sanguin par
centrifugation dans un gradient de Ficoll. Le Ficoll, dont la densité est de 1.075,
permet 1’agrégation des hématies. La migration différentielle durant la centrifugation
résulte en la formation de différentes couches contenant les différents types de cellules
sanguines. Ainsi, les globules rouges et les granulocytes sédimentent complétement et
se retrouvent dans le culot. Les lymphocytes ayant une densité inférieure a celle du
Ficoll (Tableau 1) se trouvent a Pinterface entre le Ficoll et le plasma aprés
centrifugatiop. Ils sont par contre contaminés par d’autres cellules & sédimentation .
lente (Monocytes, plaquettes) (figure 1). Les lymphocytes sont récupérés de
I’interface puis sont lavés pour éliminer les contaminants (Ficoll, plasma,
plaquettes,...). Le lavage se fait avec une solution saline équilibrée, dont la
composition est donnée en annexe.

Apres mélange et centrifugation, le surnageant est éliminé. Le lavage est recommencé
deux fois, et les lymphocytes isolés sont préts a I’emploi.

Les lymphocytes lavés sont par la suite remis en suspension dans 400ul de milieu de
culture RPMI 1640 (dont la composition est donnée en annexe).

Afin de tester la viabilité des cellules isolées, 50ul de cette suspension cellulaire sont
prélevés dans un tube sec et sont mélangés a 50pul d’une solution de bleu de trypan 0,4
% (colorant permettant de distinguer les cellules vivantes) et S0ul de milieu RPMI
1640. La numération cellulaire est effectuée sur une chambre quadrillée « Cellule de
Malassez ». Par la suite, la suspension cellulaire est ajustéé 4 une concentration de

4.10° cellules/ml.
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Tableau 1: Taille et densité des cellules sanguines

Taille (M) Densité Vitesse de
sédimentation

Globules rouges 7 (6.5-7.5) 1.098 (1.098-1.105) +

Eosinophiles 12 (12-15) 1.091 (1.087-1.096)

Neutrophiles 12 (12-15) 1.088 (1.082-1.097)

Basophiles 9.5 (9-10) 1.078 (1.074-1.082)

Monocytes 15 (15-20) 1.071 (1.065-1.075)

Lymphocytes 9 (8-10) 1.063 (1.057-1.067)

Plaquettes 2-3 1.040
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Figure 1: Méthode d’isolement et purification des lyniphocy_tes
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L.S. Préparation des substances chimiques contenant le noyau Aziridine

Quatre nouvelles aziridines synthétisées, différentes par le radical R (figure 2) ont éte
obtenues du laboratoire de chimie (COSNA) sous la direction du professeur Kajima
Mulengi. Les réactions chimiques utilisées pour la synthése de ces quatre aziridines a
partir d’acides aminés (glycine pour Daziridinel, alanine pour [’aziridine 2,
phénylalanine pour I’aziridine 3 et Tryptophane pour I’aziridine 4) ont été publiées et
décrites précédemment (Medjahed et al., 2004). La structure chimique et le poids
moléculaire de chaque substance sont donnés dans le Tablean 2.

Les aziridines sont solubilisées dans un solvant organique tel que le DMSO (dimethyl
sulfoxide) et I’éthanol pour obtenir une solution mere de 100mM. Par la suite, des
solutions de concentrations différentes [OuM-10uM-100uM-500uM-5mM-10mM]
sont préparées 4 partir de la solution mére avec un volume final de 1 ml dans le milieu
RPMI 1640. Ces solutions sont gardées a labri de la lumiére a 4°C pendant au moins
12 heures avant I’utilisation, pour assurer une meilleure efficacité de I’aziridine.

1.6. Test de transformation lymphoblastique (TTL)
Le TTL permet d’étudier la prolifération in vitro des lymphocytes T et B stimulés par
des agents mitogenes spécifiques. La Concanavaline A ( Con A Sigma, St. Louis,
MO, USA), mitogene spécifique des cellules T est utilisée a une concentration finale
de 5 ug/ml et la lipopolysaccharide (LPS, Sigma, St. Louis, MO, USA) mitogéne
spécifique des cellules B a une concentration finale de 20 pg/ml. Les cultures sont
réalisées sur des plaques ELISA de 96 puits & fond plat (Nunc- Elisa)‘.

Les lymphocytes sont mis en culture (4x10° cellules/puit) déns le milieu RPMI 1640
au quel sont ajoutés le tampon HEPES , (25 mM), 10% sérum du veau foetal, L -

Glutamine (2mM), 2-mercaptoethanol (5x10 M), pénicilline (100 Ul/ml) et
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Figure 2 : Structure générale des aziridines de synthése

Tableau 2 : Structure (radical R) et poids moléculaires des aziridines.

Aziridines Radical R Poids moléculaire | Dénomination chimique
g/mole
N-phtalimidoglycyl-2-
Aziridine 1 H 260.3 hydroxyméthylaziridine
N-phtalimidoalanyl-2-
Aziridine 2 CH; 274.3 hydroxyméthylaziridine
: N-phtalimidophénylalanyl-2-
Aziridine 3 CH,ph 350.4 hydroxyméthylaziridine
N-phtaloyltryptophyl-2-
O N hydroxyméthylaziridine
Aziridine 4 NN 375.4 ’
H
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Streptomycine (100 (ug/ml) en présence ou en absence de la Con A (5 ug/ml) ou LPS
(20 pg/ml).

Les essais sont réalisés en triple. Afin de déterminer les effets des aziridines sur la
prolifération in vitro des lymphocytes, les cellules sont mises en culture en présence
des quatre aziridines a différentes concentrations finales (OpM-1pM-10uM-50puM-
500uM-1mM), (figure 3). Les plaques sont ensuite mises a incuber 48 heures a 37°C,
5% de CO, (voir Annexe).

A la fin de Pincubation, les cellules sont prélevées dans des tubes secs. Les puits sont
lavés avec le milieu RPMI 1640 afin de récupérer I’ensemble des cellules. La
détermination de la prolifération lymphocytaire se fait par comptage des cellules
(cellule de malassez), confirmée par la méthode du MTT [3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-
y)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] et le dosage des protéines. Une prise aliquote
des suspensions cellulaires est centrifugée a 6000 tours/min pendant 15 minutes. Les
cellules (culot) servent 4 la détermination de la composition en acides gras des
membranes des lymphocytes. Le surnageant sert au dosage des interleukines IL-2 et
IL-6.

L.6.1. Comptage des lymphocytes

Le comptage des lymphocytes se fait & I’aide de la cellule de Malassez. Le principe est
basé sur le décompte au microscope optique des cellules aprés coloration au bleu de
Trypan, contenues dans un volume de suspension cellulaire déterminé et 4 dilution
connue.

1.6.2. Détermination de la' proliféraﬁon lymphocytaire par la méthode du MTT
La méthode du MTT est une méthode colorimétrique basée sur la capacité des

enzymes mitochondriales (succinate déshydrogénase) dans les cellules vivantes de
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PCB: prolifération cellulaire basale

Figure 3 : Représentation schématique de la plaque d’incubation.
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transformer les sels de tétrazolium (couleur jaune) en produits insolubles de formazan
(couleur bleue violacée). La concentration de Formazan obtenue est directement
proportionnelle au nombre de cellules présentes dans la suspensibn cellulaire. Cette
technique permet de mesurer la viabilité et la prolifération lymphocytaire, et les
résultats sont paralléles & ceux obtenus par la méthode de référence utilisant la
thymidine radioactive incorporée dans ’ADN (Mosmann, 1983). La solution de MTT
[3-(4,5-Dimethyl thiazol-2-y1)-2,5-diphenyl tétrazolium bromide] (Sigma, USA) est
préparée 4 une concentration de 5 mg/ml dans le tampon phosphate (PBS, PH 7.5),
filtrée puis conservée a 4° C a I’abri de la lumiére (Voir Annexe).
Aprés isolement des lymphocytes par le ficoll et le lavage, une suspension cellulaire de
1x10° cellules/ml sert, 4 la préparation de la gamme étalon suite & différentes dilutions.
100uL. de suspension cellulaire de la gamme étalon ou des différentes incubations
(puits) sont incubés en présence de 10pL de MTT (5 mg/ml) 4 37° C, 5% CO, pendant
3 heures. L’addition de 100 pL de HCL 0.04M dans l’isoprop'anol permet la
dissolution des cristaux bleus Formazan. La lecture des densités optiques se fait au
spectrophotomeétre 4 630 nm. La courbe étalon permet d’obtenir directement le nombre
de cellules/ml. L’indice de prolifération (IP) est aussi calculé :
IP= densité optique des cellules stimulées/ densité optique des cellules non stimulées
NB : Cellules stimulées: cellules prélevées des puits apres les incubations.

Cellules non stimulées: cellules provenant de la suspension cellulaire initiale
avant incubation.
1.6.3. Dosage des protéines

Se fait selon la méthode de Lowry et al. (1951) (Voir Annexe).
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Apres incubation, récolte des suspensions cellulaires et centrifugation a 6000
tours/min pendant 5 minutes, 50uL de tampon de lyse (NaOH 0.5 N) sont ajoutés au
culot cellulaire. Aprés mélange et centrifugation a 6000 tours/min‘.pendant 5 minutes,
20pL du surnageant sont prélevés pour le dosage des protéines totales.

Pour la gamme étalon, I’albumine sérique bovine (SBA) est utilisée comme‘standard,
(sigma chemical company, Saint Louis, MO).

1.7. Dosage des Interleukines

L7.1. Dosage des Interleukines 2 (IL-2) |

Le dosage des interleukines 2 (IL-2) se fait selon le protocole du kit ELIZA
(Genzyme, Cambridge, MA, USA) pour IL2. Le principe est bas¢ sur 1’utilisation de
deux anticorps : un anticorps monoclonal anti-IL-2 et un polyclonal conjugué & la
biotine. Un revétement d’anticorps monoclonal anti- IL-2 est administré dans les
micropuits de la plaque ELISA. L’IL-2 présente dans I’échantillon ou le standard, se
lie aux anticorps absorbés dans les micropuits. L’anticorps anti- IL2 polyclonal
conjugué a la biotine est ajouté et se lie 8 IL2 capturés par le premier anticorps. L’anti-
IL2 conjugué & la biotine non lié est enlevé pendant I’étape de lavage. La
streptavidine-HRP est ajoutée et se lie a 1’anti- IL2 conjugué a la biotine. Pour
I'incubation suivante, la streptavidine-HRP non lié est enlevé durant le lavage, et la
solution de substrat réagissant avec le HRP est ajoutée aux puits. Un produit coloré est
formé proportionnellement & la quantité des IL2 présents dans I’échantillon. La
réaction est terminée par 1’addition d’acide et I’absorbance est mesurée a 450 nm Une

courbe étalon est préparée a partir du standard IL-2 fourni par le Kit de dosage.
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1.7.2. Dosage des Interleukines 6 (IL-6)

Le principe du dosage des interleukinés 6 (IL-6) repose sur ’utilisation d’un anticorps
monoclonal anti-IL-6 et un polyclonal anti- IL-6 conjugué a la bistine. La technique
utilisée est comparable a celle du dosage des IL-2. La gamme étalon est préparée a
partir d’un standard IL-6.

I.8. Détermination de la composition en acides gras des phospholipides
membranaires

Une prise aliquote de lymphocytes initiaux ou stimulés sert & la détermination de la
composition en acide gras des phospholipides membranaires. L’extraction des lipides
se fait selon Bligh et Dyer (1959) ; grice a un mélange méthanol/ chloroforme/Na Cl
2M (1/1/0.9 ; V/V/IV).

La séparation des phospholipides se fait par :

Chromatographie sur couche mince : (CCM)

L’extrait lipidique est déposé suf les plaques de gel de silice (C 60, Merck,
Allemagne). La migration se fait grice a un mélange d’hexane, d’éther diéthylique et
d’acide acétique (90/30/1 ; V/V/V). Aprés migration, la révélation se fait grace aux
vapeurs d’iode. Les phospholipides qui demeurent au niveau du dépdt, sont grattés et
récupérés dans un tube en verre sovirel.

La composition en acides gras des phospholipides est déterminée par :

Chromatographie en phase gazeuse : (CPG)

Aprés addition d’une quantité connue de standard interne (acide héptadécanoique :
17 :0, C17H340, dilué dans du benzéne a 2 mg/ml), les acides gras sont saponifiés
grice a laddition de NaOH  méthanolique puis sont méthylés par le

Bromotrifluoromethanol (BF3). La séparation des différents acides gras est réalisée
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par la suite par chromatographie en phase gazeuse (colonne capillaire en pyrex de 39m
de longueur et 0.3m de diamétre interne, remplie avec du carbowax 20M, Applied
Sciences Labs, State College, PA). Le chromatographe est équipé d’un injecteur de
type ROS et d’un détecteur a ionisation de flamme relié¢ & un intégrateur- calculateur
Enica 21 (Delsi instruments, France). L’identification des acides gras est réalisée par
comparaison de leurs temps de rétention avec ceux des standards d’acides gras
(Elysiam, USA). La surface des pics d’acides gras est proportionnelle a leur quantité ;
elle est calculée a I’aide d’un intégrateur.

L.9. Analyse de PADN

Les aziridines sont des agents alkylants. En raison de la présence d'aﬁneau hétérocycle,
les aziridines montrent une grande réactivit¢ vers les réactifs nucléophiles et
électrophiles. Afin de vérifier que les quatre nouvelles aziridines synthétisées dans
notre laboratoire sont des substances alkylantes & 'ADN, une électrophorese sur gel
d’agarose avec révélation de I’ADN par ’acridine orange ou le bleu de Nile, est
réalisée.

Cette technique d’électrophorése sur gel ou " test des cometes” permet de mettre en
évidence la mobilité électrophorétique de I’ADN et les dommages de I’ADN au sein
de la cellule entiére (Fairbairn et al., 1995 ; Olive et al., 1990). Cette méthode, simple
et rapide, est basée sur les propriétés de migration de I’ADN dans un champ électrique.
Aprés électrophorése, I’ADN est visualisé au moyen d’un marqueur spécifique,
I’acridine orange ou le bleu de Nile. L’application d’un traitement alcalin permet en
outre de mettre en évidence les altérations de I’ADN (coupures simples et doubles
brins). Apres la coloration, I’'image de 1’électrophorese est celle d’une boule pour

I’ADN intact. A I’inverse, lorsque la structure de I’ADN est altérée, I’image ressemble
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a une cométe avec, derriére la ” boule” d’ADN intact, un halo en forme de trainée
(Singh et al., 1988). Ainsi, toute substance alkylante est susceptible de réduire la
mobilité électrophorétique de I’ ADN et créer I’image comete.

L.9.1 Extraction de PADN

L’extraction de I’ADN est réalisée par un meélange chloroforme/ alcool isoamylique
selon la méthode de Sambrook et al. (1989). Le principe consiste & traiter le culot
cellulaire dans un premier temps par un Tampon de lyse (Tris 20 mM pH 7,5/MgCl, 5
mM). Aprés addition d’un mélange de détergeant SDS a 10 % et de protéinase K (10
mg/ml), et incubation 10 heures a 56 °C, le culot contenant I’ADN est récupéré apres
une centrifugation a 3000 trs/minutes. Apres purification par un mélange chloroforme/
alcool isoamylique (3 :1 v/v) et une autre centrifugation a 6000 trs/minutes, I'ADN est
précipité par l'addition d'une solution d'éthanol absolu et de NaCl 5M, puis conservé
dans le tampon de conservation (Tris / EDTA, PH 7.6).

1.9.2 Electrophorése de ’ADN sur gel d’agarose

L’ADN est une molécule chargée négativement, qui soumise & un champ électrique
peut diffuser au sein d’un hydrogel d’agarose. Un gel d’agarose 1 % est préparé par
dissolution a chaud de I’agarose (p/v) dans un tampon de migration TBE (45 mM
Tris-Borate, ImM EDTA) (voir annexe). Afin de densifier I’ADN et de visualiser sa
migration, un tampon de charge (voir annexe) est ajouté a la solution d’ADN avant les
dépbts dans les puits immergés dans le tampon. La migratioﬁ électrophorétique se fait
sous une tension de 100 volts pendant une heure. Les gels sont par la suite colorés au
bleu de Nile ou a I’acridine orange pendant 2 heures. Les bandes d’ADN apparaissent
en bleu foncé sur un fond bleu clair (coloration au bleu de Nile). L’utilisation du.

marqueur fluorescent, ’acridine orange, nécessite une observation des gels sous
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1

lumiére UV & l’aide d’une caméra (gel doc 2000, BIORAD. Laboratoire d’ADN

INMED, Université de Provence, France).

II. Etude in vivo : Essais de toxicité aigue

Le but de cette étude est d’évaluer les effets toxiques (qualitatifs et quantitatifs) sur
I’ensemble de I’organisme d’une dose unique de la substance aziridine testée.
L’expérimentation directe sur ’homme n’étant pas possible pour des raisons éthiques
évidentes, le rat demeure [’animal le plus utilisé dans les études de toxicité aigue. Le
protocole expérimental est effectué conformément aux lignes directrices de I’VOCDE
(organisation de coopération et de développement économique) et de la FDA (Food
and drug administration). Il faut noter que lors de la découverte de toute substance a
pouvoir thérapeutique, les tests de toxicités aigues constituent la premiére étape des
expérimentations précliniques qui représentent un préalable indispensable a tout essai
chez I’étre humain.

I1.1 Animaux

L’étude est réalisée sur des rats méles adultes, de type « Wistar » 4gés de 3 mois.
L'étude de la littérature sur les essais de toxicité aigue permet de conclure qu'il y a peu
de différences de sensibilité entre sexes et que, lorsqu'il y a une différence, les
femelles sont en général 1égérement plus sensibles (Lipnick et al., 1995; OCDE,
2001). Au début de l'essai, le poids de chaque rat est choisi se situant dans un
intervalle de & 20 % du poids moyen de tous les animaux utilisés dans cette étude,
conformément aux principes régissant la recherche sur les ani.maux selon ’OCDE et le

Conseil canadien de protection des animaux (CCPA) (CCPA, 1993 ; OCDE, 2001).
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Les animaux sont répartis dans des cages métaboliques placées dans I’animalerie
(Département de biologie) maintenue & une température de 25° C a 30° C et un taux
d’humidité compris entre 60% et 70 %. Pour l'alimentation des animaux, on utilise la
nourriture classique de laboratoire avec de l'eau potable a satiété. Les rats sont
marqués pour permettre une identification individuelle et gardés dans leurs cages pour
les acclimater 4 leurs conditions de vie pendant au moins cingq jours avant
l'expérience.

112 D‘étermination de 1a dose létale 50 (DL50) et Observation des manifestations
de Pintoxication aigue

L’étude de la mortalité aprés une seule administration de 1’aziridine permet de
déterminer la dose Létale 50 (DL50), la dose qui tue 50% des animaux traités dans un
temps déterminé del4 jours. L’OCDE recommande d’administrer la substance a des
animaux répartis en plusieurs groupes et ce, a des doses croissantes suffisantes pour
obtenir un pourcentage de mortalité s'échelonnant entre 0 et 100 %. Les doses
administrées doivent étre comprises entre 5 mg/Kg et 5 g/kg de poids corporel pour
permettre de situer les substances testées sur 1’échelle comparative de toxicité de
substances chimiques de Hodge et Sterner, 1949 (Tableau 3) (Claude, 1988 ; OCDE,
2001).

L’étude est faite sur différents lots de 6 rats miles. Les rats de chaque lot regoivent
des injections intra péritonéales de la substance chimique d’aziridine & des doses
différentes. En général, il convient d'administrer la substance d'essai 4 volume constant
quelle que soit la dose testée (1ml par 200 g de poids corporel), en faisant varier la
concentration de la solution préparée. A partir d’une solution mére d’aziridine a 1 M,

différentes solutions 4 concentrations croissantes sont préparées utilisant I’eau
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Tableau 3 : Echelle de toxicité de substances chimiques (d’aprés Hodge et Sterner,

1949)

Classe de toxicité

DL.50 chez la souris ou

Doses toxiques pour un

le rat enfant (12,5 kg)
Extrémement toxique <1 mg/kg Environ 8 mg (il est
généralement suffisant de goiiter le
produit pour provoquer une
intoxication)
Tres toxique 1 4 50 mg/kg Une petite gorgée ou 500 pl
Moyennement toxique | 50 a 500 mg/kg Une cuillerée a café ou 10 ml
Faiblement toxique 0,525 g/kg Un coquetier
Pratiquement non 5a15gkg Environ 180g
toxique
Relativement sans >15 g/kg >180 g

danger
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physiologique pour les dilutions. Les différents lots de rats sont répartis comme suit :

# 1" lot témoin: rats recevant une injection intra péritonéale de 1 ml d’eau
physiologique 4 9 %o de Na ClI par 200 g de poids corporel.

@ 2°™ au 6™ jots expérimentaux : rats recevant une injection intra péritonéale de 1
ml d’aziridine a une concentration de 5 mM, 20mM, 50mM, 75mM, 100mM, par 200
g de poids corporel.

Ainsi les doses injectées aux différents rats sont :

pour I’aziridine 1 : les 2°™ au 6°™ lots de rats regoivent une dose de 6.5 mg/kg,

26 mg/kg, 65 mg/kg, 97.5 mg/kg, 130 mg/kg.
- pour aziridine 2 : les 2™ au 6™ lots de rats regoivent une dose de 6.85 mg/kg,
27.4 mg/kg, 68.5 mg/kg, 102.75 mg/kg, 137 mg/kg.
- pour Paziridine 3 : les 2™ au 6™ lots de rats regoivent une dose de 8.75
mg/kg, 35 mg/kg, 87.5 mg/kg, 131.25 mg/kg, 175 mg/kg.
- pour l'aziridine 4 : les 2™ au 6™ lots de rats regoivent une dose de 9.35
mg/kg, 37.4 mg/kg, 93.5 mg/kg, 140.25 mg/kg, 187 mg/kg.
Aprés administration de la substance, les rats sont observés pendant 14 jours, plusieurs
fois par jour. Selon les directives de I’OCDE (2001) et du CCPA (1993), I’observation
des animaux est basée sur les cing paramétres suivants :
1. Variation du poids de 1’animal (et variations de I’ingestion de nourriture et
d’eau) ;
2. Apparence physique externe ;
3. Signes cliniques mesurables (ex.. changements des rythmes cardiaque,
respiratoire,....) ; !

4. Changement du comportement ;
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5. Réponses comportemenfales aux stimuli externes (ex. : bruit, variation de
’intensité lumineuse).

On note ainsi la mortalité mais aussi toutes les modifications comportementales telles
que les troubles de I’équilibre, la posture, le grattage, I’aspect des poils, la chute de
poils, ’aspect des féces, la présence de diarrhées, la variation du poids corporel,
I’agressivité, les saignements, 1’hypefsalivation, la variation de P’ingestion de
nourriture et d’eau, la température rectale. Les urines sont récupérées puis centn'fugés
a 3000 t/min, et conservees a 4° C pour rééliser les tests urinaires.
Les animaux encore vivants a la fin de I’expérimentation sont pesés puis anesthésiés
au pentobarbital sodique 4 6,5% (0,1 ml par 100 g de poids corporel), apres 12 h de
jeline. Le sang est prélevé par ponction dans 1’aorte abdominale. Une quantité de sang
prélevé est récupérée dans des tubes 2 EDTA pour les te_sts hématologiques et une
autre partie est recueillie dans des tubes secs pour les tests biochimiques. Les organes
(le foie , la rate, le muscle gastrocnémien, le cceur, le cerveau et le tissu adipeux) sont
soigneusement prélevés, rincés avec du NaCl a 9%o, ensuite pesés. Une partie aliquote
des différents organes est introduite dans un liquide fixateur (liquide de Bouin) pour
I’étude histologique. Les restes sont conservés a -20°C, en vue des dosages

biochimiques (figure 4).
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Figure 4 : Protocole expérimental
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11.3. Analyse des paramétres hématologiques

IL3.1.Numération des globules rouges et des globules blancs

Le dénombrement des hématies et des leucocytes se fait par les cellules de Thomas,
au moyen d’un microscope optique 4 un grossissement de 10 x 40. Les résultats sont
exprimés en nombre d’hématie (106/mm3 de sang) ou de leucocytes 10* /mm® de
sang).

I1.3.2.Dosage de ’hémoglobine

L’hémoglobine est dosée par la * méthode colorimétrique de Drabkin
(cyanométhémoglobine). Le Fe' de I’hémoglobine est oxydé en Fe™ de la
méthémoglobine par le ferricyanure de potassium qui est ensuite transformée en
cyanométhémoglobine un composé stable par le cyanure de potassium (KCN).
L’absorbance du cyanométhémoglobine directement proportionnelle a la concentration
en hémoglobine, est mesurée a 546 nm.

IL.4. Analyse des paramétres biochimiques

I1.4.1 Détermination des teneurs en créatinine

La créatinine sérique ou urinaire est dosée par la méthode de Jaffé basée sur la réaction
de I’acide picrique avec la créatinine en milieu basique formant un complexe coloré en
jaune orange. L’intensité de la coloration est mesurée a une longueur d’onde de 530
nm (Kit Boehringer, Mannheim, Allemagne).

IL.4.2 Détermination des teneurs en urée

L'urée sérique ou urinaire est dosée par une méthode colorimétrique basée sur
I’utilisation du diacetylmonooxine et des ions Fe* (Kit Prochima). En présence d'ions
Fe* et d’un réducteur, 1’urée réagit avec le diacetylmonooxine pour donner un complexe

coloré en rose. La coloration obtenue est proportionnelle a la quantité d'urée
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présente dans 1’échantillon. La lecture se fait & une longueur d'onde de 525 nm.
11.4.3 Détermination des teneurs en acide urique

L’acide urique sérique ou urinaire est dosé par une méthode colorimétrique.
L’acide urique est dosé par réduction d'un réactif phosphotungstique en milieu
alcalinisé par le carbonate de sodium. L'intensité de la coloration bleue obtenue est mesurée
aune longueur d'onde égale a 620 nm (Kit Prochima).

I1.4.4. Détermination des teneurs en protéines totales

Les protéines totales sont dosées par lé méthode de Lowry et al. (1951) utilisant
I’albumine  sérique bovine comme standard (Sigma Chemical Company, St Louis,
MO, USA), sur le sérum total et les organes (aprés broyage d’une partie aliquote dans
du tampon phosphate/ EDTA, pH 7,2, ajout de lauryl sulfate de sodium (SDS 1%)
(1/1, v/v), et centrifugation & 3000 t/min pendant 10 min).

IL.4.5. Détermination des teneurs en glucose

Le glucose sérique est déterminé par la méthode enzymatique et colorimétrique en
présence de la glucose oxydase (GOD). Le glucose est oxydé en acide gluconique et
peroxyde d’hydrogeéne. Ce dernier, en présence de peroxydase et de phénol, oxyde un
chromogéne (Le 4- amino-antipyrine) incolore en couleur rouge a structure
quinonéimine. La coloration obtenue est proportionnelle a la concentration en glucose
- présente dans 1’échantillon. La lecture se fait a une longueur d'onde de 505 nm
(Kit Prochima).
I1.4.6 Détermination des teneurs en cholestérol, triglycérides et phospholipides
Le cholestérol total et les triglycérides sont dosés par des méthodes enzymatiques (Kits
Boehringer, Mannheim, Allemagne), sur le sérum total, et les organes (aprés leur

broyage, comme précédemment décrit).
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Les phospholipides sont déterminés a partir du dosage de leur contenu en phosphore
par le Kit bioMérieux (sa, Lyon, France) dont le principe est basé sur la mesure de
I’absorbance du complexe phosphomolybdique (formé a partir des ions phosphates et
du molybdate d’ammonium en mjlieu acide).

I1.4.7. Détermination des lipides totaux des organes (le foie, la rate, le muscle
gastrocnémien, le coeur, le cerveau et le tissu adipeux).

L’extraction lipidique se fait a partir des. organes par la méthode de Folch et al. (1957)
aprés le broyage d’une partie aliquote de ’organe (300 mg) et extraction par un
mélange chloroforme/méthanol (2/1, v/v). Aprés évaporation totale du solvant, les
lipides totaux sont pesés.

I1.4.8. Détermination de I’activité enzymatique des transaminases (TGO, TGP)
Les transaminases permettent le transfert du groupement aminé d’un acide aminé sur
un acide o cétonique. L’acide aminé est alors transformé en acide cétonique
correspondant et ’acide o, cétonique en acide aminé. Les deux principales réactions de
transamination sont catalysées par les transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et
glutamo-pyruvique (TGP). La détermination des activités enzymatiques des
transaminases se fait au niveau des organes (foie, cceur, rein, muscle) et permet
d’apprécier ’atteinte tissulaire et la cytolyse (Valdiguie, 2000).

L’enzyme transaminase catalyse le transfert du groupe amine de 1’aspartate (pour la
TGO) ou de I’alanine (pour la TGP) vers I’oxaloglutarate avec formation de glutamate
et d’oxaloacétate (pour la TGO) ou du pyruvate (pour la TGP). Les mesures sont
effectué¢es a 1’aide de réactions couplées pour permettre 'utilisation du coenzyme
NADH/H" dont on mesure la diminution d’absorbance. Ainsi, I’oxaloacétate est réduit

en malate ou le pyruvate en lactate grace & des déshydrogénases (MDH ou LDH)
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couplées 2 NADH/H'. La vitesse d’oxydation du NADH est proportionnelle &
I’activité enzymatique des transaminases. Elle est déterminée par mesure de la
diminution de I’absorbance 4 340 nm.

IL5. Bilans nutritionnels

Dans les essais de premiére administration a I’homme, la premiére dose administrée de
toute nouvelle substance active ne doit entrainer aucun effet toxique détectable a court
terme (Claude, 1988 ; Gir, 2005 ; Afssaps, 2006).

Dans cet objectif, la premi¢re dose sera choisie sur la base des données animales
d’exposition a la nouvelle substance et notamment 1’exposition obtenue a la dose sans
effet toxique (c’est-a-dire la NOAEL ; No Observed Adverse Effect Level). Cette dose
ne doit en aucun cas affecter le comportement alimentaire et les bilans nutritionnels
(Gir, 2005 ; Afssaps, 2006).

Afin d’étudier I"effet des aziridines testées sur le comportement alimentaire et le statut
nutritionnel chez les rats Wistar, les bilans nutritionnels sont réalisés sur des rats ayant
regu une dose d’aziridine choisie sans effet toxique (5 mM, 6.5 mg/kg pour I’aziridine
1; 6.85 mg/kg pour 'aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 ; 9.35 mg/kg pour
I’aziridine 4).

Apres injection d’aziridines, les rats sont mis dans des cages a métabolisme
individuelles et sont suivis durant sur une période de 4 semaines.

Le poids des rats est noté quotidiennement. La nourriture ingérée est pesée tous les
jours. Les urines et les feces sont collectées durant des périodes de 7 jours, au cours de

la premiére semaine (BI) et 1a derniére semaine (BII) du mois d’expérimentation.
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Les urines sont centrifugées puis conservées a 4°C apres ['ajout du
thymol/isopropanol a 10%. Les feces sont séchés a l’étu\;e a 60°C pendant 24h puis
pesés, finement broyés et conservés a -20°C, en vue des différents dosages.

I1.5.1. Détermination du contenu en azote

Le contenu en azote des régimes, des urines et des féces est déterminé par la méthode
de Kjeldhal (1883) qui comporte une minéralisation, une distillation et une titration.
Les bilans azotés (BA), les coefficients d’utilisation digestive de 1’azote (CUDy) et le
rapport d’efficacité nutritionnelle (REN), sont célculés selon les formules suivantes :

CUDxy (%)= [(N ingéré- N feces)/ N ingéré] x 100

BA (%)= [(N ingéré- (N urines + N feces)/ N ingéré)] x 100

REN= Gain de poids (g)/ Nourriture consommée pour obtenir ce gain de poids (g)

IL.5.2. Détermination des teneurs en lipides

Les lipides des régimes et des féces sont extraits par un mélange chloroforme :
méthanol (2 :1/ v: v) selon la méthode de Folch et al. (1957). Aprés évaporation
totale du chloroforme, 1’extrait lipidique (lipides totaux) est pesé plusieurs fois,
jusqu’a poids constant.
Les coefficients d’utilisation digestive apparente des lipides (CUDy) sont déterminés.

CUDy, (%)= [(Lipides ingeérés- Lipides fécaux)/ lipides ingérés] x 100.
IL6. Etude histologique
Apres sacrifice des rats et prélevement sanguin, le foie, le muscle gastrocnémien, le
tissu adipeux, le cerveau, la rate, le coeur et le rein sont soigneusement préleveés, rincés
avec du NaCl & 9%o, ensuite pesés. Une partie aliquote des différents organes est
immédiatement introduite pendant 12 heures dans le liquide de Bouin permettant

I’immobilisation des structures et constituants cellulaires. L’inclusion des tissus dans

45



la paraffine permet la réalisation des coupes fines et réguliéres. La paraffine étant
hydrophobe, le prélévement d’organe doit d’abord subir une déshydratation (par
immersion dans des bains d’alcool de degrés croissants) avant d’étre coulé dans un
moule contenant de la paraffine fondue par chauffage, qui infiltre le tissu. Une fois
immergées dans la paraffine, les coupes fines sont préparées avec un microtome. Ces
coupes subissent ensuite un ensemble de traitements destinés a en colorer les éléments
plus au moins spécifique. La coloration des coupes comporte une étape de
déparaffinage et de réhydratation. Cette étape est assurée par une succession de bains,
d’abord dans un solvant permettant I’élimination de la paraffine (Xyléne) puis dans
des alcools de titre décroissant. Aprés réhydratation, la coupe est colorée a
I’hématoxyline-Eosine. - La préparation est alors préte pour I’observation
microscopique (Laboratoire d’histologie, INSERM U846, Lyon).

HI. Analyse statistique |

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart type. L'analyse statistique
est effectuée en utilisant le logiciel STATISTICA (version 4.1, Statsoft, Paris,
France). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

Les différences sont considérées significatives a '*’ P< 0,05 et hautement significative

a ** P<0,01.
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1. Effets in vitro des aziridines de synthése sur la prolifération des lymphocytes

humains stimulés par les agents mitogénes

L1. Structure et nombre des leucocytes

Sur les frottis colorés au May-Grunwald-Giemsa (figure 5), les lymphocytes
apparaissent arrondis, d’aspect normal, avec un noyau sphérique volumineux occupant
90 % du volume de la cellule et au cytoplasme trés réduit aussi bien chez les patientes
atteintes de cancer du sein que chez les femmes saines volontaires considérées comme
témoins. Les polynucléaires apparaissent arrondis caractérisés par un noyéu multilobé,
comportant dans leur cytoplasme des granulations.

Cependant, ’analyse de la formule leucocytaire révele, chez les femmes atteintes de
cancer du sein, une diminution significative des globules blancs, des polynucléaires,
des lymphocytes et des monocytes, comparées aux femmes témoins (Tableau 4).
L2- Effets des aziridines sur la prolifération des lymphocytes T et des
lymphocytes B |

Le modéle de culture cellulaire in vitro utilisé dans cette étude permet d’examiner les
effets des quatre aziridines testées a différentes concentrations sur la proliféraﬁon des
1ymphocytes humains stimulés par des agents mitogénes. La prolifération des
lymphocytes des femmes volontaires en bonne santé (n = 10) et des femmes atteintes

de cancer du sein (n = 10) incubés avec ou sans l’aziridine, déterminée par le

- comptage cellulaire, la méthode du MTT, P’indice de prolifération et les teneurs en

protéines totales, est représentée dans les figures 6-17 et les Tableaux A2- A12 (en

Annexes) T N
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Tableau 4: Valeurs de la formule leucocytaire chez les témoins et les femmes

cancereuses.

Femmes Témoins (n=10) Femmes Cancéreuses (n=10)
Globules Blancs /mm’ 8000 = 25.40 2500 + 19.70
Lymphocytes /mm’ 2880 + 30 1250 + 12™
Polynucléaires /mm’ 4880 + 54.10 1050 + 38.12"
Monocytes /mm® 240 + 10.3 200 + 7.40°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues chez
10 témoins et 10 patientes cancéreuses. Les comparaisons entre témoins et patientes
cancéreuses sont réalisées par le test ANOVA et le test “t” de student.

*P<0,05
** P< 0,01
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Chez les témoins: les aziridinés testées, I’aziridine 1 (N-phtalimidoglycyl-2-
hydroxymeéthylaziridine), I’aziridine 3 (N-phtalimidophénylalanyl-2-
hydroxyméthylaziridine) et [’aziridine 4 (N-phtaloyltryptophyl-2-hydroxyméthyl
aziridine) stimulent de maniére éignificative la prolifération des lymphocytes T et B
d'une facon dose- dépendante, exprimée en nombre de cellules par puit d’incubation
(figures 6,8,9) ou par I’indice de'prolifération, IP (figures 10,12,13). Cependant,
l'aziridine 2 (N-phtalimidoalanyl-2-hydroxyméthylaziridine) n'a aﬁcun effet sur la
prolifération basale des lymphocytes en l'absence des mitogenes, a n'imi)orte quelle
concentration utilisée (figures 7,11).

D’autre part, nous avons déterminé, les effets des quatre aziridines sur la prolifération
des lymphocytes T et des lymphocytes B stimulés par leurs mitogénes respectifs
(Con A et LPS). La présence du mitogéne stimule considérablement la prolifération
des lymphocytes T (pour la Con A) et des lymphocytes B (pour la I.JPS). Ceci est
indiqué par l’augmentationl significative du nombre de cellules (figures 6-9) et de
I’indice de prolifération en présence des agents mitogenes (figures 10-13). L'addition
de Iaziridine potentialise ’effet de la Con A et de la LPS puisqu’une augmentation
significative de la prolifération des lymphocytes est constatée. En effet, l'aziridine 1,
I’aziridine 3 et I’aziridine 4 & une concentration comprise entre 1pM et 1mM induisent
une augmentation significative de la prolifération des lymphocytes T stimulées par la
Con A et de la prolifération des lymphocytes B stimulées par la LPS. Cet effet est
dose- dépendant. Par contre, la prolifération des lymphocytes T et B est
significativement réduite d’une fagon dose dépeﬁdante avec 1’aziridine 2 chez les

femmes témoins (figures 7,11).

50



Les teneurs en protéines cellulaires sont également analysées avant et apres chaque
incubation. L'analyse des résultats montre que \’aziridine entraine des variations des
teneurs en protéines cellulaires paralleles & celles observées concernant la
prolifération lymphocytaire (figures 14-17). La prolifération des lymphocﬁes T et
des lymphocytes B exprimée par le contenu des protéines des cellules (ug/puit) suit le
méme profil que celle exprimée par les deux autres indices de la lymphoprolifération.
En résumé, les teneurs en protéines des lymphocytes incubés sans les mitogenes et
sans 1’aziridine sont de 35+ 3.6 pg/puit a 38 £ 4.9 pug/puit ; et augmentent jusqu'a
280 + 28.7 pg/puit a 320 £ 38.5 ug/puit en présence des mitogenes. L’ aziridine 1,
I’aziridine 3 et I’aziridine 4 provoquent une augmentation dose dépendante des teneurs
en protéines des lymphocytes T et des lymphocytes B (figures 14, 16,17). Par contre,
’aziridine 2 produit une diminution des teneurs en protéines des lymphocytes d’une
maniére dose-dépendante, paralléle a leurs effets immunomodulateurs (figure 15).

Chez les femmes cancéreuses : la pfolifération cellulaire in vitro, basale ou stimulée
par les mitogenes, est réduite suite & la diminution du nombre des lymphocytes T et B

chez les femmes cancéreuses comparées aux femmes témoins. L’addition de

Paziridine 1, I'aziridine 3 et I’aziridine 4 stimulent la prolifération puisqu’une

augmentation significative du nombre des lymphocytes T et B (figures 6,8,9) et de
I'IP (figures 10,12,13), ainsi qu’une augmentation des teneurs en protéines des
lymphocytes (figures 14,16,17) sont constatées en présence des aziridines & une
concentration comprise entre 1pM et ImM.

L’aziridine 2 agit chez les femmes cancéreuses de la méme fagﬁon que chez les

témoins a savoir une diminution significativement du nombre des lymphocytes T et
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B etde’IP (figures 7,11). Une diminution des teneurs en protéines des lymphocytes
T et B est aussi observée en présence de I’aziridine 2 (figure 15).

L.3. Effets des aziridines sur la production d’interleukines 2 et 6 (IL-2, IL-6)

Chez les témoins : Les agents mitogénes (ConA et LPS) induisent une augmentation
hautement significative de la production des IL-2 par les lymphocytes T et des IL-6
par les lymphocytes B, comparée a 1’état basal. L’addition de l'aziridine 1 ou de

I’aziridine 3 ou de I’aziridine 4 provoque une forte stimulation de la production des

- IL-2 et des IL-6; ’effet est dose dépendant (figures 17, 20,21). Cependant, une

diminution de la production d’1l-2 et d’II-6 est notée en présence de I’aziridine 2 aux
concentrations allant de 50 uM a 1mM (figure 19).

Chez les femmes cancéreuses: la production des interleukines 2 (IL-2) et des
interleukines 6 (IL-6) est réduite chez les femmes cancéreuses comparées aux femmes
témoins (figures 18-21). Les aziridines agissent de la méme fagon chez les
cancéreuses que chez les femmes témoins. Ainsi, chez les femmes cancéreuses, une
stimulation de la production des IL-2 et des IL-6 est notée en présence de l'aziridine 1,
’aziridine 3 et 1’aziridine 4. Cependant, - une diminution de la production d’Il-2 et
d’Il-6 est notée en présence de I’aziridine 2 (figure 19). La réduction de la production

des interleukines par 1’aziridine 2 est en général de 85 % quelque soit la concentration

- d’aziridine 2 utilisée, allant de SOuM a ImM.
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Figure 6 : Effets in vitro de différentes concentrations de 1’aziridine 1 sur la prolifération des
— lymphocytes (nombre de cellules / puit) stimulée par les mitogénes Con A (A) ou LPS
| (B) chez les témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

‘ Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la
méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. - '

L abed el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Flgure 7: Effets in vitro de différentes concentrations de I’aziridine 2 sur la prolifération des
lymphocytes (nombre de cellules / puit) stimulée par les mltogenes Con A (A) ou LPS
(B) chez les témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prohfératmn des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la
méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

»bed el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 8 : Effets in vitro de différentes concentrations de ’aziridine 3 sur la prolifération des
lymphocytes (nombre de cellules / puit) stimulée par les mitogénes Con A (A) ou LPS
(B) chez les témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes =ET des incubations réalisées en triples chez 10 temoms et
10 patientes cancéreuses. La prohfératlon des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la

methode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
nbodef indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 9: Effets in vitro de différentes concentrations de 1’aziridine 4 sur la prolifération des
lymphocytes (nombre de cellules / puit) stimulée par les mitogénes Con A (A) ou LPS
(B) chez les témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocyftes est déterminée par comptage cellulaire et par la
méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

abodef indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations (P< 0,05).
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Figare 10: Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 1 sur l’indice de
prolifération des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les
témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la
méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au rapport de la densité optique des cellules stimulées sur
la densité optique des cellules non stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
mbodef indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 11 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 2 sur ’indice de
| prolifération des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les
témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations reahsées en triples chez 10 témoins et’

‘[ 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la

| méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au rapport de la densité optique des cellules stimulées sur
la den31te optique des cellules non stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

wbed el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( I’<| 0,05).
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Figure 12 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 3 sur ’indice de
prolifération des lymphocytes - stimulés par les‘ mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les
témoins et les femmes présentant un cancer du sein.
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée par comptage cellulaire et par la
méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au rapport de la densité optique des cellules stimulées sur
la densité optique des cellules non stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

a,be.de,

f indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 13 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 4 sur I’indice de
‘prolifération des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les
témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en tnples chez 10 témoins et
10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée par ~comptage cellulaire et par la
méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au rapport de la densité optique des cellules. stimulées sur
la densxté optique des cellules non stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA,

vh b el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 14 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 1 sur le contenu

protéique des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les

— témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins
et 10 patientes cancéreuses. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
»bod el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 15: Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 2 sur le contenu
protéique des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les

témoins et les femmes présentant un cancer du sein. . _

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins
et 10 patientes cancéreuses. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

wbod et jndiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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P Figure 16 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 3 sur le contenu
protéique des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B) chez les

— témoins et les femmes présentant un cancer du sein.

}' Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins
et 10 patientes cancéreuses, Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

ab,c.de,

f indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 17 : Effets in vitro de différentes concentrations de l'aziridine 4 sur le contenu
protéique des lymphocytes stimulés par les mitogénes Con A (A) ou LPS (B)chez les

témoins et les femmes présentant un cancer du sein. ,

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples chez 10 témoins
‘et 10 patientes cancéreuses. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

abedef jndiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations ( P< 0,05).
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Figure 18 : Production d’interleukine 2 (IL-2) et d’interleukine 6 (IL-6) par les lymphocytes
T et B activés et incubés en présence de I’aziridine 1 chez les femmes témoins et chez les
femmes cancéreuses.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues aprés les différentes incubations
chez 10 femmes Témoins et 10 femmes cancéreuses. °, bode indiquent les différences significatives obtenues
entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les
témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Figure 19 : Production d’interleukine 2 (IL-2) et d’interleukine 6 (IL-6) par les lymphocytes
T et B activés et incubés en présence de 1’aziridine 2 chez les femmes témoins et chez les
femmes cancéreuses.

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues aprés les différentes incubations
chez 10 femmes Témoins et 10 femmes cancéreuses. *, %, ©, ¢ °, indiquent les différences significatives obtenues
entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les
témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. :
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Figure 20: Production d’interleukine 2 (IL-2) et d’interleukine 6 (IL-6) par les lymphocytes T
et B activés et incubés en présence de ’aziridine 3 chez les femmes témoins et chez les
femmes cancéreuses. _ , v
Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues aprés les différentes incubations
chez 10 femmes Témoins et 10 femmes cancéreuses. *,°, ©, d e indiquent les différences significatives obtenues
entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les
témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Figure 21 : Production d’interleukine 2 (IL-2) et d’interleukine 6 (IL-6) par les lymphocytes
T et B activés et incubés en présence de I’aziridine 4 chez les femmes témoins et chez les
femmes cancéreuses. ' v

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET des valeurs obtenues aprés les différentes incubations
chez 10 femmes Témoins et 10 femmes cancéreuses. . ®, %%, °, indiquent les différences significatives obtenues
entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les
témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

68

S




L4. Composition en acides gras des phospholipides membranaires des
lymphocytes (pourcentage pondéraux)

L’immunothérapie a pour objectif la recherche d’un effet immunostimulateur dans le
cas du cancer. Ainsi parmi les 4 aziridines testées, nous avons choisi 1’aziridine 3, dont
I’effet immunostimulateur est le plus important, pouf poursuivre nos recherches sur les
mécanismes d’actioh des aziridines et notamment sur la modification de la
composition en acides gras des phospholipides (PL) des membranes des lymphocytes.
Etant donné que I’effet immunostimulateur de I’aziridine 3 (R =PhCH2) est mieux
marque a une concentration de 1mM, seule cette concentration est utilisée pour
determiner la composition en acide gras membranaires des lymphocytes T stimulés
ou non.

L’analyse de la composition en acide gras des phospholipides membranairées
lymphocytaires montre en présence de.la ConA, une réduction des pourcentages dés
AGS chez les témoins volontaires et chez les femmes cancéreuses par' rapport a la
composition basale (figure 22). Chez les deux populations, les pourcentages
d’AGMI augmentent (p<0.05) correspondant a I’augmentation du C18 :1. Le rapport
P/S diminue (p<0.05), accompagnée d’une diminution du C20 :4n-6, du C20 :5n-3
et du C22:6n-3 chez les témoins, en présence de la ConA par rapport a la
composition basale. Chez les femmeé cancéreuses, les mémes modifications sont
observées (figure 22 et Tableau A17 en Annexe).

En présence de ’aziridine 3 a 1 mM dans le milieu d’incubation, les pourcentages
des AGS, et des AGPI, ainsi que le rapport P/S restent plus ou moins Stable par
rapport a la composition basale ou avec ConA seule chez les deux populations

étudiées. Alors que les pourcentages des AGMI restent stables chez les témoins,
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I’aziridine diminue ces valeurs chez les femmes cancéreuses, au niveau des

lymphocytes stimulés par la ConA (figure 22, Tablean A17).

L.5. Caractére alkylant des aziridines (figures 23, 24)

Afin de vérifier que les quatre nouvelles aziridines synthétisées dans notre laboratoire
sont des substances alkylantes & I'ADN, une électrophorése sur gel d’agarose avec
révélation de ’ADN par l’acridine orange ou le bleu de Nile, est réalisée. L’ADN est
une molécule chargée négativement qui soumise a un champ électrique diffuse au sein
d’un hydrogel d’agarose. Aprés complexation d’aziridine avec ’ADN, la charge de
I’ADN devient positive, de ce fait ‘l’ADN montre un retard de migration dans sa
mobilité électrophorétique par rapport aux cellules incubées en absence d’aziridines
(figure 23)

Le test des cometes (aussi appelé Single Cell Gel Electrophoresis Assay), également
appelée électrophorése en gel des cellules isolées, est extrémement sensible pour
analyser les dommages de I'ADN, induits par certains agents dans des lymphocytes
humains en culture. Les cellules sont incluses dans un gel d’agarose et déposées sur
une lame de microscope. Apres lyse des membranes cellulaires, I’ADN est dénaturé
en milieu alcalin et une courte électrophoreése permet la migration des fragments lésés
donnant ainsi un aspect de "cométes" aux cellules.

En effet en absence d’aziridine, le noyau de la cellule d’ADN reste intact sous forme
d’une sphére, il ne migre pas (figure 24). En présence de I’aziridine, le noyau est

endommagé formant une queue de cométe traduisant une toxicité vis-a-vis de I’ADN.
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1 : ADN seul

2 : ADN avec aziridine 1
— 3 : ADN avec aziridine 2
4 : ADN avec aziridine 3
5 : ADN avec aziridine 4

Figure 24 : électrophorése sur gel d’agarose de I’ADN coloré par le bleu de Nile en
présence des aziridines.
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(Lymphocytes incubés sans aziridine) (Lymphocytes incubés en présence d’aziridine)

Figure 25 : Mise en évidence des cassures au sein de I’ADN des lymphocytes humains
provoqués par les aziridines de synthéses par le test de cometes (électrophorése sur gel
d’agarose, coloration a 1’acridine orange, observation des gels sous lumiére UV a
I’aide d’une caméra, Laboratoire ADN- INMED, France).
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(Lymphocytes incubés sans aziridine) (Lymphocytes incubés en présence d’aziridine)

Figure 25 : Mise en évidence des cassures au sein de I’ADN des lymphocytes humains
provoqués par les aziridines de synthéses par le test de cométes (électrophorese sur gel
d’agarose, coloration & 1’acridine orange, observation des gels sous lumiére UV a
’aide d’une caméra, Laboratoire ADN- INMED, France).
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1. Effets in vivo des aziridines de synthése chez le rat wistar : Essais de toxicité
aigue

IL.1. Détermination de la dose létale 50 : DL50 (Figures 26-29, Tableaux 5-8)
Apres injection intrapéritonéale d’aziridine a différentes doses, les rats sont observés
pendant 14 jours.

Le taux de mortalit¢ est noté¢ pour chaque dose utilisée. Une courbe dose-létalite,
représentant les pourcentages de mortalité par rapport aux logarithmes des doses, est
tracée pour chaque aziridine testée‘. Cette courbe permet de déterminer la DLsy de
chaque substance chimique et de la comparer aux valeurs données dans I’échelle de
toxicit¢ de Hodge et Sterner (1949). .

Nos résultats montrent que la DLSO de I’aziridine 1 est de 65 mg/kg (Tableau 5, figure
26) puisqu’elle provoque la mort de 50 % des rats (3 rats sur 6). L’aziridine 2 montre
une DLsyde 68.50 mg/kg (Tableau 6, figure 27).

Concernant I’aziridine 3, la valeur de la DLs, est obtenue sur le tracé de la courbe.
Elle est comprise entre 87.5 mg/kg (dose provoquant 33.33 % de mortalité) et 131.25
mg/kg (dose provoquant 66.67 % de mortalité), (Tableau 7, figure 28). La DLs, de
’aziridine 3 est donc estimée a 100 mg/kg.

De la méme fagon, pour I’aziridine 4, la DLso est comprise entre 93.5 mg/kg (dose
provoquant 33.33 % de mortalité) et 14025 mg/kg (dose provoquant 66.67 % de
mortalité¢), (Tableau 8, figure 29). La DLsy de l’aziridine 4 est donc estimée a
104.71 mg/kg. Les quatre aziridines utilisées sont classées comme moyennement

toxiques selon I’échelle de toxicité de Hodge et Sterner.
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IL.2. Manifestation de la toxicité aigue

L’observation clinique est réalisée chaque jour, le matin & la méme heure.
L’administration de I’ aziridine a provoqué chez les rats différents signes cliniques dont
la sévérité et l’intensité augmentent avec la dose injectée, et ceci quelque soit
I’aziridine testée. Les symptdmes de toxicité sont apparus 24 heures aprés I’injection
de Paziridine. Les principaux signes observés sont résumés dans le Tableau 9.

Nos résultats montrent que I’importance d’un signe clinique est d’autant plus grande
que le bien-étre de 1’animal est compromis.

Quelque soit I’aziridine testée, ’injection de la dose 2 (26 mg/kg pour I’aziridine 1 ;
27.4 mg/kg pour 'aziridine 2; 35 mg/kg pour I’aziridine 3 et 37.4 mg/kg pbur
I’aziridine 4) constitue le point & partir duquel les états physiologiques et mentaux de
PPanimal sont déviants de la normale. A partir de cette dose, les perturbations de
Papparence physique, du pelage, de la respiration, des sécrétions, du comportement et
de la tempéréture deviennent de plus en plus importantes et dénotent une toxicité
¢vidente.

A la dose 5 (130 mg/kg pour I’aziridine 1 ; 137 mg/kg pour I’aziridine 2 ; 175 mg/kg
pour I’aziridine 3 et 187 mg/kg pour I’aziridine 4), tous les animaux sont moribonds, |
ce qui constitue le point liinite dans les tests toxicologiques.

IL3. Variation du poids corporel et de la croissance relative des rats

Au cours de la période d'expérimentation (14 jours), le poids des rats est noté
quotidiennement le matin d la méme heure. Les variations du pbids corpore]l sont
déterminées chez les rats témoins (recevant une injection d'eau physiologique) et chez
les rats expérimentaux (recevant une injection d'aziridine testée). Seules les valeurs &

Jo (au moment des injections), J; (fin de la premiére semaine) et Ji4 (fin de la période
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d'observation) sont reportés dans les Tableaux A 18- A 21 (en Annexe) et figures 29-
32

Au début de I'expérimentation (JO), les différents lots de rats ont des poids homogenes,
variant de 196 a 210 g. Quelque soit l'aziridine testée, l'injection de la premicre dose
(6.5 mg/kg pour ’aziridine 1; 6.85 mg/kg pour ’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour
Paziridine 3 et 9.35 mg/kg pour |’aziridine 4) ne provoque pas de variations
significatives du poids corporel des rats expérimentaux comparés aux témoins aux
différents temps (J; et J4). Par contre, I'injection des autres doses supérieures a la dose
1 est associée 4 une diminution du poids corporel des rats expérimentaux comparés 4
leurs témoins & J7 et Jy4. Cette réduction est plus importante a Jy4, quelque soit
l'aziridine testée (figures 29-32). |

La croissance relative des rats représente le gain pondéral mdyen par rapport au poids
initial pendant la périod¢ d'observation, et donc refléte mieux les variations du poids
corporel au cours du temps. La croissance relative est calculée pour les rats des
différents lots. Les valeurs sont positives en cas de croissance normale avec un gain de
poids et négatives en cas de perte de poids (Tableau A 22 en Annexe et figure 33).
Les rats témoins montrent une croissance nonhale évec un gain moyen quotidién de
30 % durant la premiére semaine et de 23 % durant la deuxiéme semaine
d'observation. La croissance des rats n'est pas affectée par l'injection de la dose 1
d'aziridine. Par contre, les capacités de croissance sont fortement diminuées suite &
l'injection des doses 2, 3 et 4 d'aziridine puisque les rats expérimentaux ont présenté °
une croissance moindre que leurs témoins avec méme perte de poids aux doses
clevees, et ceci quelque soit l'aziridine testée. La perte de poids est d'autant pius

importante que la dose augmente.
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Tableau 9 : signes cliniques observés apres administration de 1’aziridine a différentes
doses.

Dose d’aziridine Signes cliniques
Dose 1
s . Apparence physique: normale.
Aziridine 1 : 6.5 mg/Kg Pelage: lisse, toilettage normal.
Aziridine 2 : 6.85 mg/Kg Posture: normale.
et ‘ Yeux: légerement rouge.
Aziridine 3 - 8.75 mg/Kg Salivation: normale.
Aziridine 4: 9.35 mg/Kg Respiration: légére dyspnée.
Comportement : changement mineur avec légére agitation.
Urine et féces: normales.
Tempéerature rectale: 38° C.
Dose 2 Apparence physique: posture anormale avec dos arrondi.

v g Pelage: manque de toilettage, souillure urinaire.
Aziridine 1: 26 mg/Kg Yeu:%: larmo(ilement et écouglement.
Aziridine 2: 27.4 mg/Kg Salivation: normale,

e m Respiration: légére dyspnée.
Aziridine 3: 35 mg/Kg Conlzportementg: agitZtion, manque de coordination des
Aziridine 4: 37.4 mg/Kg mouvements, parcours circulaires répétitifs.
Urine et féces: 1égére diarrhée.
Température rectale; 37.5° C.
Mortalité: mort del ou 2 rats, selon l'aziridine testée, 8
jours apres l'injection.

Dose 3 Apparence physique: anormale, posture anormale.
| Aziridine 1: 65 mg/Ksg g;llzi:glgml ébou;'lffe, sou;llure um_}glre, absence de

Aziridine 2: 68.5 mg/Kg Yeux: couleur péle des yeux, ¢coulement oculaire et nasal.
1 Salivation: excessive.

Aziridine 3: 87.5 mg/Kg Respiration: dyspnée anormale.

Aziridine 4: 93.5 mg/Kg Comportement : agressivité, tendance a mordre,

tremblements.

Urine et feéces: polyurie, diarrhée.

Température rectale: 37° C.

Mortalité: mort de 2 ou 3 rats, selon I'aziridine testée, 6

jours apres l'injection.

81



Dose 4
Aziridine 1: 97.5 mg/Kg
Aziridine 2: 102.75 mg/K g
Aziridine 3: 131 25mg/Kg
Aziridine 4: 140.25mg/Kg

Apparence physique: posture anormale, animal amaigri.
Pelage: poil trés ébouriffé, chute de poils, absence de
toilettage.

Yeux: anémie, écoulement.

Hypersalivation.

Respiration: Dyspnée ou Tachypnée.

Comportement : mobilité réduite, hypoactivite,
tremblements irréguliers.

Urine et féces: présence de sang dans les urines et les
feces, coloration marquée des feces, diarrhée.
Température rectale: 36.7° C.

Mortalité: mort de 4 4 6 rats, selon 'aziridine testée, 4

|jours apres l'injection

Dose 5
Aziridine 1: 130 mg/Kg
Aziridine 2: 137 mg/Kg
Aziridine 3: 175 mg/Kg
| Aziridine 4: 187 mg/Kg

Apparence physique: posture anormale, animal amaigri.
Pelage: poil trés ébouriffé, cyanose, chute de poils.
Yeux: anémie, écoulement.

Hypersalivation.

Respiration: Tachypnée.

Comportement : mobilité réduite, hypoactivite,
tremblements irréguliers.

Urine et feces: présence de sang dans les urines et les
feces, coloration marquée des feces, diarrhée.
Temperature rectale: 36° C.

Mortalité: mort de 6 rats, quelque soit 1'aziridine testée,
24 heures a 72 heures apres l'injection.

32




o

350+ a
300+
250
=& Témoins
200 —#—Dose 1 azi 1
e DOsE 2 azi 1
150 =& ose 3 azi 1
~“ - Dose4 azi 1
100+
50 W
0 - } {

0 7 14 jours

Figure30: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (injection
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Jo: poids initial ; J7: poids aprés une semaine ; Ji4: poids aprés 2semaines.

Dosel: 6.5 mg/kg, dose 2: 26 mg/kg; dose 3: 65 mg/kg; dose 4: 97.5mg/kg;, dose 5: 130

mg/kg

Chaque valeur représeiite la moyenne +SEM. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de variance. * P<0.05 ; ** P <0.01

Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuée par le test
rang muitiple de Duncan, aprés analyse de variance. Les moyennes portani des letires
différentes (a, b, c) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 32: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (injection
d'aziridine 3) durant les 14 jours d’observation

Jo: poids initial ; J;: poids aprés une semaine ; J14: poids aprés 2 semaines.

Dosel: 8.75 mg/kg; dose 2: 35 mg/kg, dose 3: 87.5mg/kg; dose 4: 131.25mg/kg; dose 5: 175
mg/kg

Chaque valeur représente la moyenne +=SEM. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, apres analyse
de variance. * P<0.05 ; ** P <0.01

Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuce par le test
rang multiple de Duncan, aprés analyse de variance. Les moyennes portant des lettres
différentes (a, b, ¢) sont significativement différentes (P<0.05).
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Figure 33: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (injection
d'aziridine 4) durant les 14 jours d’observation

Jo: poids initial ; J7; poids aprés une semaine ; Ji4: poids apres 2 semaines.

Dosel: 9.35 mg/kg; dose 2: 37.5 mg/kg; dose 3: 93.5 mg/kg; dose 4: 140.25mg/kg; dese S:
187 mg/kg .

Chaque valeur représente la moyenne =SEM. La comparaison de: moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de variance. * P<0.05 ; ** P <0.01

Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuée par le test
rang multiple de Duncan, aprés analyse de variance. Les moyennes portant des lettres
différentes (a, b, ¢) sont significativement diftérentes (P<0.05).
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11.4. Variation des ingestions et des excrétions

11.4.1. Variation de I'ingestion d'aliments et d'eau

Au cours de la période d'expérimentation (14 jours), les variations de l'ingestion
d'aliments (g/j/rat) et d'eau (ml/j/rat) sont notées quotidiennement le matin a la méme
heure, chez les rats témoins (recevant une injection d'eau physiologique) et chez les
rats expérimentaux (recevant une injection d'aziridine testée) (Tableaux A 23, A 24 en
Annexe et figures 34,35).

Quelque soit I'aziridine testée, l'injection de la premiére dose (6.5 mg/kg pour
Vaziridine 1; 6.85 mg/kg pouf I’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour ’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour 1’aziridine 4) ne provoque pas de variations significatives de 1'ingestion
d'aliments et d'eau des rats expérimentaux comparés aux témoins durant la premiére
semaine et la deuxiéme semaine d'observation. Par contre, la consommation
élimentaire exprimée en gfj/rat et l'ingestion d'eau exprimée en ml/j/rat sont fortement
diminuées suite 4 l'injection des doses 2, 3 et 4 d'aziridine. Cette réduction est plus
importante 3 la dose 4, quelque soit I'aziridine testée (figures 34,35).

I1.4.2. Variation de I'excrétion de feces et d'urine

Au cours de la période d'expérimentation (14 jours), Les urines et les feces sont
collectées durant des périodes de 7 jours, au cours de la premi¢re semaine et la
deuxiéme semaine d'observation. .

Chez les rats témoins (recevant une injection d'eau physiologique) et chez les rats
expérimentaux (recevant une injéction d'aziridine testée), l'injection de la premicre
dose (6.5 ing/kg pour 1’aziridine 1 ; 6.85 mg/kg pour I’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour
I’aziridine 3 et 9.35 mg/kg pour ’aziridine 4) ne provoque pas de variations

significatives de I'excrétion fécale exprimée en (g/j/rat) et urinaire exprimeée en
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Figure 35: Evolution de la croissance relative (%) des rats témoins et
expérimentaux (injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation.

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour I'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour i'aziridine3, 9.35 mg/kg pour
l'aziridine 4. Deose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5
mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg pour l'aziridine 1, 68.5 mgrkg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour

P et Lian a2 2 L ey \ A viee Mo e -
Yaziridine3, 93.5 mg/kg pour Yaziridine 4. Bese 4: 97.5mg/kg pour laziridine 1, 102.75 mg/kg pour laziridinc 2

131.25 mg/kg pour ['aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.
Chaque valeur représente la moyenne + SEM. Croissance relative= (poids final — poids initial) / poids initial x
100. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le
test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001
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Figure36: Consommation alimentaire (g/j/rat) des rats témoins et expérimentaux

(injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation. _
Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour
l'aziridine 4. Dese 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5
mg/kg pour Taziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg pour {aziridine i, 68.5 mg/kg pour T'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour
l'aziridine3, 93.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dese 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour I'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour V'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque valeur représente la moyenne + SEM. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et
expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05, **
P<0.01.
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Figure 37: Ingestion d'eau (ml/j/rat) des rats témoins et expérimentaux (injection

d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation. ,

Dosel: 6.5 mg/kg pour laziridine 1; 6.85 mg/kg. pour l'aziridine 2; 8.75 mg/kg pour l'aziridine3; 9.35 mg/kg
pour l'aziridine 4. Deose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1; 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2; 35 mg/kg pour l'aziridine3;
37.5 mg/kg pour laziridine 4. Dese 3: 65 mg/kg pour l'aziridine 1; 68.5 mg/kg pour Yaziridine 2; 87.5 mg/kg

BN A s ] DR .
pour l'aziridine3; 93.5 mg/kg pour laziridinc 4. Dose 4 97.5mg/kg pour laziridine 1; 102.75 mg/kg pour

l'aziridine 2; 131.25 mg/kg pour l'aziridine3; 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque wvaleur représente la moyenne + SEM. La comparaison des moyennes enire les rats témoins et
expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05, **
P<0.0L.
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(ml/j/rat) des rats expérimentaux comparés aux témoins durant les 14 jours
d'expérimentation pour l'ensemble des aziridines testées (Tableaux A 25, A 26 en
Annexes et figures 36,37).

Aux doses 2, 3 et 4 d'aziridine, 'excrétion fécale et urinaire sont fortement diminuées
comparées aux rats témoins. Cette diminution est plus importante & la dose 4, et ceci
quelque soit l'aziridine testée (figures 36,37).

ILS. Variation des paramétres hématologiques (figure 38)

A la fin de la période d'expérimentation (14 jours), tous les rats témoins et
expérimentaux survivants sont sacrifiés. Le sang et les organes sont prélevés en vue
des différents dosages selon les protocoles donnés dans la partie matériel et méthodes.
Les variations des paramétres hématologiques sont données dans le Tableau A27 (en
Annexes) et la figure 38.

Quelque soit l'aziridine testée, I'injection de la premiére dose (6.5 mg/kg pour
I'aziridine 1 ; 6.85 mg/kg pour I’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour ’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour ’aziridine 4) ne provoque pas de variations significatives des taux en
globules blancs, globules rouges et en hémoglobine des rats expérimentaux comparés
‘aux témoins. Suite & ]'injectionv'des autres doses supérieures a la dose 1 (dose 2, dose3
et dose 4) d'aziridine 1, d'aziridine 3 et d'aziridine 4, les rats survivants présentent une
augmentation significative des globules blancs accompagnée d'une diminution des
globules rouges et de I'hémoglobine comparés aux témoins. Ces variations sont plus
importantes & la dose 3 et 4 la dose 4 en présence de l'aziridine 3 et l'aziridine 4
(figure 38). L'injection de l'aziridine 2 & la dose 2 est associée & une diminution des
globules blancs, des globules rouges et de I'hémoglobine. Cette diminution est

fortement significative ala dose 3 (figure 38).
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IL.6. Variation des paramétres Biochimiques (figures 39- 41 et Tableaux A 28- A
31 en Annexe)
A la fin de l'expérimentation, tous les rats témoins et expérimentaux survivants sont
pesés puis anesthésiés. Le sang est prélevé par ponction dans 1’aorte abdominale, une
quantité de sang est recueillie dans des tubes secs pour les tests biochimiques.
Les variations des parameétres biochimiques sont données dans les tableanx A 28- A
31 (en Annexes) et les figures 39- 41.
IL6.1. Effets des aziridines sur les teneurs sériques en lipides (figure 39 et
Tableau A 28 en Annexe) |
IL.6.1.1. Teneurs sériques en‘cholestérol total
Chez les rats | expérimentaux, l'injection de la premiere dose (6.5 mg/kg pour
I’aziridine 1; 6.85 mg/kg pour I’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour 1’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4) ne provoque aucune variation significative des teneurs
sériques en cholestérol total par rapport 2 leurs témoins. Cependant, a la dose 2
quelque soit l'aziridine testée (26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour 'aziridine
2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4), les rats survivants
montrent une chute de 21.42 % pour l'aziridine 1; 276 % pour l'aziridine 2; 18.57 % |
pour l'aziridine 3 et 28.57% pour l'aziridine 4 du taux de CT par rapport a leurs
témoins. .
Par ailleurs, une diminution significative du taux de CT chez les expérimentaux par
rapport a leurs témoins, est notée a la dose 3 et 2 ladose 4. Elle est de 38.09 % pour
l'aziridine 1; 39.52 % pour l'aziridine 2; 33.33 % 246.66 % pour l'aziridine 3 et 35.71

%4 52.38 % pour l'aziridine 4 (figure 39).
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I1.6.1.2. Teneurs sériques en triglycérides

Quelque soit l'aziridine testée, l'injection de la premiére dose d’aziridine ne provoque
pas de variations significatives des teneurs sériques en triglycérides comparés aux rats
témoins. Aux doses supérieures a la dose 1 (dose 2, dose3 et dose 4) quelque soit
l'aziridine testée, les rats expérimentaux montrent une diminution des TG comparés

aux témoins. Cette diminution va respectivement de 28.8 % & 55.55 % en présence de

l'aziridine 1; 35.55% & 53.33 % en présence de 1’aziridine 2 ; 31.11% a 57.77 % en

présence de 1’aziridine 3 et 36.66 % a 61.11 % en présence de 1’aziridine 4 (figure
39).

I1.6.1.3. Teneurs sériques en phospholipides (PL)

Au niveau sérique, les PL ne montrent aucune variation chez les différents groupes de
rats traités par l'aziridine a la dose 1. Aux doses supérieures a la dose 1 (dose 2, dose3
et dose 4) quelque soit l'aziridine testée, les PL diminuent significativement chez les

rats expérimentaux comparés aux rats témoins (P< 0.05, P < 0.01) (Tableau A 28 en

~ Annexe et figure 39).

I1.6.2. Effets des aziridines sur les teneurs sériques en protéines (figure 40 et
Tableau A 29 en Annexe)

Quelque soit l'aziridine testée, suite a l'injection de la premiére dose (6.5 mg/kg pour
Paziridine 1; 6.85 mg/kg pour ’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour aziridine 4), les rats expérimentaux ne montrent pas de variations
significatives des teneurs en protéines totales comparés 2 leurs témoins. Cependant & la
dose 2, 3 et 4, quelque soit l'aziridine testée, les différents groupes de rats
expérimentaux montrent une diminution des protéines totales comparées aux témoins.

Cette diminution va respectivement de 11.42 % a 19.06 % en présence de l'aziridine
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1; 8.25% a 14.91 % en présence de 1’aziridine 2 ; 6.20% a 24.91 % en présence de
’aziridine 3 et 6.96 % a4 23.73 % en présence de 1’aziridine 4 (figure 40).

I1.6.3. Effets des aziridines sur les teneurs sériques en glucose (figure 40)

Au niveau sérique, les rats expérimentaux ne montrent pas de variations significatives
des teneurs en glucose pour ’ensemble des aziridines testées a la dose 1 comparées
aux valeurs des témoins. Suite a l'injection des autres doses supérieures a la dose 1
(dose 2, dose3 et dose 4) d'aziridine, les rats survivénts présentent une diminution
significative des taux en glucose. Cette diminution est de 19.6 % & 24 % en présence
de.l’aziridine 1; 254 % a 31 % en présence de Paziridine 2; 18.6% a 32% en
présence de I’aziridine 3 et 16.8 % a 34% en présence de I’aziridine 4.

11.6.4. Effets des aziridines sur les teneurs sériques en créatinine, en urée et en
acide urique (figure 41 et Tébleau A 30)

Quelque soit l'éziridine testée, suite a l'injection de la premiére dose 1" d’aziridine, les
teneurs sériques en créatinine, en urée et en acide urique ne montrent aucune variation
significative chez les différents groupes de rats traités par rapport 4 leurs témoins.

Par ailleurs, une augmentation des taux en créatinine, urée et en acide urique chez les
rats expérimentaux par rapport aux témoins est notée a la dose 2,3et 4(P<0.05,P<
0.01) (figure 41).

IL6.5. Effets des aziridines sur les teneurs urinaires en créatinine, en urée et en
acide urique (figure 42 et Tableau A 31 en Annexe)

Les urines sont récupérées chaque jour, le matin 4 la méme heure, puis centrifugés a
3000 t/min, et conservées & 4° C en vue de réaliser des différents dosages urinaires

selon les protocoles donnés dans la partie matériel et méthodes.
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Les teneurs en créatinine, en urée et en acide urique au niveau des urines ne montrent
aucune différence significative chez les groupes de rats ayant regu l'aziridine 4 la dose
1 par rapport a leurs témoins. Comparés a leurs témoins, les rats expérimentaux
présentent une diminution significative des teneurs urinaires aux doses supérieures
(dose 2, dose3 et dose 4). Cette diminution est plus importante aux doses 3 et 4 (P<
0.05, P <0.01) (figure 42).

HI. Effets des aziridines sur le poids et la composition des organes (Tableaux 10-
12)

I11.1. Poids des différents organes

Quelque soit l'aziridine testée, suite a l'injection de la premiére dose (6.5 mg/kg pour
I'aziridine 1 ; 6.85 mg/kg pour ’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour I’aziridine 4), les poids des différents organes (foie, rein, rate, pancréas,
ceeur, tissu adipeux, muscle, et le cerceau) chez les rats expérimentaux restent stable
par rapport a leurs témoins. Par contre, l'injection des autres doses (les doses 2, 3 et 4)
est associée a une diminution des poids des différents organes. Cette diminution est
plus imiaortante aux doses 3 et 4, quelque soit l'aziridine testée (Tableau 10)

I11.2. Teneurs en lipides totaux des organes

Les teneurs en lipides totaux des différents organes (le foie, la rate, le muscle
gastrocnémien, le péncréas, le rein, le coeur, le cerveau et le tissu adipeux) ne
montrent aucune différence chez les groupes de rats traités par l'ensemble des
aziridines a la dose 1 par rapport a leurs témoins. Par vcontre, l'injection des autres
doses (la dose 2, 3 et 4) est associée a une diminution des teneurs en lipides totaux des
différents organes. Cette diminution est plus importante aux doses 3 et 4, quelque soit

l'aziridine testée (Tableau 11).
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II1.3. Teneurs en protéines totales des organes

Les teneurs en protéines totales des différents organes (le foie, la rate, le muscle
gastrocnémien, le pancréas, le rein, le cceur, le cerveau et 1e' tissu adipeux) ne
montrent aucune différence chez les groupes de rats traités par l'ensemble des‘
aziridines a la dose 1 par rapport & leurs témoins. Par contre, l'injection des autres
doses (doses 2, 3 et 4) est associée & une diminution des teneurs en protéines totales
des différents organes (Tableau 12).

IIL4. Activités des transaminases hépatiques

Les transaminases sont des enzymes ayant une activité métabolique importante a
I'intérieur des cellules. Leur augmentation sérique refléte une lésion cellulaire en
particulier au niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire (Valdiguie, 2000).

Les valeurs moyennes des transaminases (TGO et TGP) sont restées dans les limites
normales chez tous les groupes de rats expérimentaux comparées a leurs témoins,
suite a l'injection de la premiére dose d’aziridine (6.5 mg/kg pour ’aziridine 1 ; 6.85
mg/kg pour 1’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 et 9.35 mg/kg pour 1’aziridine
4). Cependant une augmentation significative (p< 0.05, p< 0.01) des transaminases
est notfe’e chez les rats expérimentaux par rappbrt a leurs témoins, apres injectidn de la
dose 2, Jet 4 et cebi quelque soit l'aziridine testée (figure 43 et Tableau A 32 en

Annei&e).
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Tableau 10: Poids moyen des organes exprimé¢ en (g) des rats témoins et

expérimentaux.

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4
Foie
Témoins 8.71+142 8.71+1.42 8.71+1.42 871+142
Dose 1 8.25+1.30 832+1.10 8.54+0.83 8.65+1.10
Dose 2 5.63 +£0.53* 5.11+0.23* 8.30 £+ 0.53* 8.16 + 0.50*
Dose 3 3.70 £ 0.50%* 4 4 (.75%% 5.44 + 0.30%* 5.64 £ 0, 71%*
Dose 4 / / 3.52 £ 0.71%% 3.564 1.22%%
Rein
Témoins 1.74 £ 0.42 1.74 + 042 1.74 £ 0.42 1.74 £ 0.42
Dose 1 1.6 +0.83 1.66 +0.50 1.7+ 0.61 1.68+ 0.11
Dose 2 1.22+0.16* 1.02+ 0.02* 1.65+ 0.44% 1.6+ 0.24%
Dose 3 0.73 £ 0.05%* 0.81 % 0.06** 1.05 £ 0.01** 1.12 & 0.07%*
Dose 4 / / 0.7 £ 0.03%* 0.71 £ 0.02**
Rate
Témoins 1.54+0.16 1.54 + 0.16 1.54 +0.16 1.54+0.16
Dose 1 1.4+0.10 1.49+0.12 1.52+0.28 1.5+0.20
Dose 2 0.94 +0.07* 0.90 + 0.03* 1.47 £0.71% 142+0.11%*
Dose 3 0.64 £ 0.04** 0.70 £ 0.01%* 0.92 +£0,10%* 0.9+ 0. 15%*
Dose 4 / / 0.61 +0.02%* 0.63 & 0.42%*
Pancréas
Témoins 0.9+0.06 0.9 +0.06 0.9+0.06 0.9+0.06
Dose 1 0.85+0.01 0.86 +0.05 0.88 £ 0.01 0.89 +0.02
Dose 2 0.58 +0.03* 0.52+ 0.09% 0.83+0.03* 0.82+0.01%
Dose 3 0.37 + 0.04%* 0.4 £0.02%* 0.55+0.01%* 0.59 & 0.05**
Dose 4 / / 0.34 + 0.02%* 0.36 + 0.02%*
Coeur
Témoins 1.6 £0.01 1.6+ 0.01 1.6 +0.01 1.6+0.01
Dose 1 1.47+0.03 1.52+0.02 1.55+0.03 1.57+0.01
Dose 2 1.02 £ 0.01% 0.93 + 0.05% 1.50 £ 0.02* 1.48 +£ 0.03*
Dose 3 0.72 £ 0.02%* 0.70 £ 0.01%* 1.02 £ 0.01** 1.04 £ 0.02%*
Dose 4 / / 0.66+:0.01** 0.68 £ 0.04**
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Tissu adipeux

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4
Muscle

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

Cerveau

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

0.86 + 0.01

0.8+0.02

0.52 +0.03*

0.35+ 0.04%*
/

0.61+ 0.01

0.54 £0.03

0.37 £ 0.03*

0.27 £ 0.04**
/

1.32£0.02

1.25+0.01

0.87 + 0.03*

0.54 + 0.04**
/

0.86 £0.01

0.82+0.04

0.5+ 0.01%*

0.37 £ 0.03%*
/

0.61+0.01

0.58+0.01

0.35 £ 0.05*

0.28+ 0.01%*
/

1.32+0.02

1.26 £ 0.03

0.77 £0.01*

0.58 £ 0.02%*
/

0.86£0.01
0.84 £ 0.02
0.8+ 0.01*
0.53 £ 0.02%*
0.34 £ 0.01%*

0.61+ 0.01
0.57 £ 0.06
0.53 £ 0.03*
0.39 £ 0.01%*
0.24+ 0.04**

1.32+£0.02
1.30£ 0.01
1.23+0.01*
0.88+0.01%*
0.52 + 0.03**

0.86 +0.01
0.8+0.02
0.75+0.05*
0.55 £ 0.03%*
0.35 + 0.02%*

0.61£ 0.01
0.6 +£0.01
0.57 £ 0,05%
0.36 £ 0.01**
0.25+0.01**

1.32+0.02
1.29+ 0.01
1.21+0.02*
0.85 £ 0.02%*
0.54 +£ 0.01**

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine 3, 9.35 mg/kg
pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine 3,
37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3. 65 mg/kg pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg
pour laziridine 3, 93.5 mg/kg pour laziridine 4; Dose 4: 97.5mg/kg pour laziridine 1, 102.75 mg/kg pour
laziridine 2, 131.25 mg/kg pour l'aziridine 3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque

valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et

expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05,

** P<0.01.
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Tableaun 11: Teneurs en lipides totaux des organes exprimées en (mg/g tissu) chez les
rats témoins et expérimentaux.

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 | Aziridine 4

Foie

Témoins 60.25+2.52 6025 +£2.52 6025 +2.52 60.25 +2.52
Dose 1 56.4+2.30 57.54 + 1.40 57.23+1.30 58.83+ 1.42
Dose 2 40.06 + 1.34* 37.54+ 1,14* 54,09 & 2.40* 53.69 &+ 2.57*
Dose 3 26 £ 1.57%* 25.09 £ 127**% | 391 1 25%* 41.07 £ 1.50%*
Dose 4 / / 2434+ 1.71%* 25 + 1.64**
Rein

Témoins 38 +3.48 38+3.48 38+348 38 £ 348
Dose 1 35+£2.83 3498 +1.86 36.55+1.50 37+123
Dose 2 28+ 1.66* 25.7+ 1.60* 32.75+ 1.10% 34.94+ 1.00*
Dose 3 19.4 & 1.05%* 16 £ 1.40%* 27 & 1.36%* 25.34 &£ 1.42%*
Dose 4 / / 15.72 £2.03%* 17.02 & 1.27%%*
Rate

Témoins 37.6+2.14 37.6x:2.14 37.6+2.14 37.6+2.14
Dose 1 34 +£231 32.87 £2.55 35204 33.75+2.11
Dose 2 20.05+2.06* 22+1.88*% 32.10+£1.31% 29.65+1.11%
Dose 3 16.14 + 2.55%* 15.83+£2.01** | 19.65+2 10** 21 +£2.53%*
Dose 4 / / 15+ 1.82%* 116.05 £ 1.15%*
Pancréas

Témoins 85+ 5.06 85+ 5.06 85+ 5.06 85+ 5.06
Dose 1 82.27+401 80.64 +3.51 84 +3.00 81+2.80
Dose 2 55+ 2.73% 56 & 2.30* 76 + 2.46* 72 +£2.18%
Dose 3 42 & 3.04%* 39.09 4 3.10%* | 53,7 £2.15%* 57.08 £2.01**
Dose 4 : / / 40 £ 2.82%* 38.73 £ 2.17**
Coeur

Témoins 54 +4.08 54+ 4,08 54 +4.08 54 £ 4,08
Dose 1 151.08+2.73 52.73+£2.10 5231+251 53.02+2.16
Dose 2 37+£3.01* 3447+4.11*% 44.67 = 4.00* 48 +3.10%
Dose 3 28 £ 2.52%* 25.54 £ 1.43%*% | 36 1.30** 35 &+ 1.46%*
Dose 4 / ' / 24.33 £2,01%:* 2442 11%*
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Tissu adipeux

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

Muscle

‘| Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

Cerveau

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

250 +21.50

230.55 + 19.02

179 +20.03*

124.7 + 18.34%*
/

44 5+ 5.60

391403

324:422%

28.99 + 5.04%*
/

52 +4.50

4724 £ 401

43 £4.13%

27.66 + 3.24%%
/

250+ 21.50
241 +17.40

163.34 £21.45%

122.55 +
19.25%*
/

44 5+ 5.60

4242 £3.72

31.09+2.82*

26 +4.11%*
/

52 £4.50

49.7+ 421

40.33 £ 3.60%*

26.07 £ 3.30%*
/

250 £21.50
243,58 +10.02
235 +£21.23%
170 + 20.44%*
121 £ 18.01%*

44,5+ 5.60
40.58+ 4.22
344+ 3.32%
29.45 £ 4.04**
25.26+ 3.27%*

52 +4.50
50.21 +3.98
45+ 3,16%
38.76 & 3.44%%
27 £2.63%%

250 +21.50
238 + 16.52
232 £ 18.14%
159 + 23.00%*
123.06
17.82%*

445+ 5.60
427+ 2.13
37+ 3.20%
31.09 = 3.14%*
27 £2.01%*

52 +4.50
50.81+£4.30
47.66 & 3.73*
36.98 = 3.40%*
28.02 £ 3.10%*

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine 3, 9.35 mg/kg
pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine 3,
37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg

pour l'aziridine 3, 93.5 mg/kg pour laziridine 4, Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour
Yaziridine 2, 131.25 mg/kg pour l'aziridine 3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque

** P<0.01.

valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes enire les rats témoins et
expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05,
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Tableau 12: Teneurs en protéines totales des organes exprimées en (mg/g tissu) chez

les rats témoins et expérimentaux. -~/
Aziridine 1 Aziridine 2 | Aziridine 3 Aziridine 4

Foie
Témoins 180 + 32.62 180 + 32.62 180 + 32.62 180 + 32.62
Dose 1 173.47+27.838 | 171.98+30.18 | 176 £25.60 178.76 £ 12.75
Dose 2 141.16 £ 31.34*% | 136 + 35.24* 171 £ 30.04* 163.68 +32.15%
Dose 3 86 + 32.50%* | 82 £ 30.70%* 112.42434.00** | 115 £28.50**
Dose 4 1/ / 84 £26.71%* 82.76 + 16.64**
Rein
Témoins 100+ 5.48 100+ 5.48 100+ 5.48 100+ 5.48
Dose 1 94 + 3.83 96.40+2.10 98+ 1.32 96 +2.15
Dose 2 724+ 3.66* 60.07+ 2.12% 94.82+ 1.72%* 87.08+ 3.12*
Dose 3 43.34 £3.05%*% | 42.78 £ 1.05%*% |60 £ 1,75%* 64 £ 2.05%*
Dose 4 / ‘ / 40.65 + 2 03** 40 £ 1.90%*
Rate
Témoins 88 £2.14 88+2.14 88 +2.14 88+2.14
Dose 1 80 +2.31 86.6+2.01 |85 +2.11 86 +2.61
Dose 2 54+2.06* 52+2.34%* 61£2.64% 56.72+1.76%*
Dose 3 37.14 £ 2.55%*% | 3692 +£2.05%% | 4823 £ 2 12%* 45+3 55%%*
Dose 4 / ; / 35+ 1.82%* 36,05+ 1.15%*

|

{
Pancréas 1
Témoins 150 + 8.06 150 + 8.06 150 + 8.06 150 + 8.06
Dose 1 143 ilO.Ql 141.66 +£13.21 146 +5.01 148 +3.60
Dose 2 100.07 £ 12.73* | 98.46 £20.28*% | 134+ 11.03* 136 + 4,03*
Dose 3 83 & 5.04#* 80.2 £ 3.10%* 96.66 + 4.24%** 98 + 2.64%%*
Dose 4 / / 80 £ 6.82%* 843 £ 2. 17**
Coeur
Témoins 70+ 4.08 70+ 4.08 70+ 4.08 70+ 4.08
Dose 1 64 +£2.73 66+2.13 67 £2.80 68 +2.00
Dose 2 44 £301#* 40 £2.81* 53+2.51% 62+191*
Dose 3 30 £ 2.52%%* 30 £ 2.52%* 33+ 2.02%* 35+ 1.52%%*
Dose 4 / / 28.96 £2.01%*=* 304+ 2.11%*
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Tissu adipeux

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

Muscle

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

Cerveau

Témoins
Dose 1
Dose 2
Dose 3
Dose 4

25+ 1.50

23+ 1.90

18+£201%

13 £ 0.34%*
/

90+ 4.60

83+4.03

58+ 4.22*

42 £ 5.04%*
/

52 +4.50
47.24 = 4.01
43 +4.13*%

27.66 = 3.24%*

/

25+ 1.50

22,56 +£0.78

15+ 0.81*

11.87+ 0.55%*
/

90+ 4.60

79+ 5.20

54+ 4.52%

41 £ 3.10%+*
/

52+£4.50

49.7 +£4.21

40.33 + 3.60*

26.07 + 3.30**
/

25+1.50

24 £0.76
21.08 £0.61%*
15.73 £ 0.44**
12.06 £ 0.31%*

90+ 4.60
84+ 4.00
78+ 4.02%
57 £3.76**
40+ 3.27%*

52 +£4.50
5021 +£3.98
45+ 3.16*
38.76 & 3.44%*
27 £ 2.63%*

25+ 1.50
23.38 £ 0.65
20.94 = 0.28*
16 £ 0.66™*
12+ 0.82%*

90+ 4.60
88+ 3.70
82+ 1.80*
53 £3.24%*
44 £2.01%*

52+£4.50
50.81£4.30
47.66 + 3,73*%
36.98 = 3.40%*
28.02 = 3.10%**

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour

l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg pour laziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5
mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour
l'aziridine3, 93.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque

valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et

expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05,

** P<0.01.
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1V. Bilans nutritionnels

Les bilans nutritionnels sont réalisés chez les rats témoins et chez les rats
expérimentaux recevant une dose d'aziridine sans effet toxiqﬁe (NOAEL; No
Observed Adverse Effect Level), sur une période de un mois. Nos résultats précédents
montrent que la NOAEL est de 6.5 mg/kg pour [’aziridine 1, 6.85 mg/kg pour
I’aziridine 2, 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 et 9.35 mg/kg pour I’aziridine 4.

Afin de déterminer les effets des aziridines sur la consommation alimentaire et sur la
digestibilit¢ des nutriments, les bilans nutritionnels sont évalués au cours de la
premicre semaine (BI) et la derniére semaine (BII) du mois d'expérimentation.

IV.1. Gain pondéral quotidien (Tableau 13)

Au cours de la premiére semaine (BI) et la derni¢re semaine (BI) du mois
d'expérimentation, les rats témoins (recevant une injection d'eau physiologique)
présentent un gain quotidien similaire & celui des rats expérimentaux (recevant la dose
NOAEL d'aziridine testée), quelque soit l'aziridine testée.

IV.2. consommation alimentaire, apport énergétique et rapport d’efficacité
nutritionnelle (REN) (figure 44 et Tableau A 33- A 35 en Annexe)

Quelque soit le bilan (BI ou BII), la consommation alimentaire (exprimée en g/j/rat)
des rats témoins est similaire a celle des rats expérimentaux (recevant la dose NOAEL)
et ceci quelque soit 'aziridine testée (figure 44 et Tableau A 33 en Annexe).

Les mémes résultats sont obtenus concernant l’apport énergétique et le rapport
d’efficacité nutritionnelle. En effet, aucune différence n’est notée entre les groupes de
réts traités par l’aziridine par rapport & leurs témoins (figure 44, Tableau A 34 et A

35 en Annexe
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Figure 43: Valeurs moyennes des

exprimées en (UI) chez les rats témoins et expérimentaux.

35 mg/kg pour l'aziridine3;

68.5 mg/kg pour l'aziridine 2; 87.5 mg/kg

aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour I

2

aziridine 1; 102.75 mg/kg pour

)

aziridine 2; 8.75 mg/kg pour l'aziridine3; 9.35 mg/kg

pour l'aziridine 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1; 27.4 mg/kg pour l'aziridine 2;
aziridine 1;

¢ 65 mg/kg pour I
; 131.25 mg/kg pour l'aziridine3; 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

6.5 mg/kg pour Y'aziridine 1; 6.85 mg/kg pour I

Chaque valeur représente la moyenne + ET. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et
l%"

pour laziridine3; 93.5 mg/kg pour I

37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3
l'aziridine 2

expérimentaux, au méme temps,

Dosel
** P<,01

de student, aprés analyse de la variance. * P<0.05,

est réalisée par le test
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IV.3. Azote ingéré et excrété (figure 45 et Tableau A 36 en Annexe)

Azote ingéré: L’évolution de l'azote ingéré est corrélée a celle de la nourriture
ingérée. Quelque soit I'aziridine testée, I'injection de la dose NOAEL (6.5 mg/kg pour
’aziridine 1; 6.85 mg/kg pour ’aziridine 2 ; 8.75 mg/kg pour I’aziridine 3 et 9.35
mg/kg pour 1’aziridine 4) ne provoque pas de variations significatives de l'azote ingére
(exprimée en mg/j/rat) chez les rats expérimentaux comparés aux t€moins au cours des
bilans nutritionnels BI et BIL

Azote excrété: L'injection de la dose NOAEL chez les rats expérimentaux ne
provoque pas de variations significatives de I'azote excrété (exprimé en mg/j/rat), fécal

ou urinaire, comparés aux témoins durant les bilans nutritionnels BI et BII (figure 45

‘et Tableau A 36 en Annexe).

IV.4. coefficient d’utilisation digestive apparente de ’azote (CUDy) et bilan azoté
(BA) (figure 46 et Tableau A 37 en Annexe)

Chez les rats expérimentaux, suite a l'injection de la dose NOAEL quelque soit
l'aziridine testée, les CUDy et les BA restent similaires a ceux des témoins au cours
des bilans nutritionnels BI et BIL

IV.5. Lipides ingérés et excrétés et coefficient d’utilisation digestive apparente des

lipides (CUDy) (figure 47 et Tableau A 38 en Annexe)

Les quantités de lipides ingérés (mg/j/rat) par les groupes de rats recevant les quatre
aziridines 4 la dose NOAEL sont semblables a celles des rats témoins aux deux bilané
BI et BIL 1l en est de méme pour l'excrétion fécale des lipides (mg/j/rat), ainsi que leé

CUDy, qui ne varient pas significativement entre les différents lots de rats.
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Tableau 13: Gain pondéral quotidien exprimé en (g/j/rat) chez les rats témoins et
expérimentaux. “

Lots de rats Gain pondéral quotidien (g/j/rat)
BI Bl
Témoins 8.88 £0.69 7.05+1.10
Aziridine 1 8.01+£0.73 6.78 £ 0.88
Aziridine 2 7.66 +0.94 6.04 +0.76
Aziridine 3 7.58 +0.82 7.10+0.83
Aziridine 4 8.90+0.71 7.38+1.04

Au cours de I’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL (6.5 mg/kg pour
l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4). BI:
premiére semaine du mois d’expérimentation; BII: derniére semaine du mois d’expérimentation. Chaque
valeur représente la moyenne + ET. La comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au
méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. Aucune différence significative
n’est notée entre les différents lots de rats.
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V. Effets des aziridines sur P’architecture tissulaire au niveau des organes
(planches 1- 9)

Dans le but de voir si I’administration de ’aziridine s’accompagne ou non d’une
altération de 1’architecture tissulaire, nous avons réalisé des coupes histologiques au
niveau des organes (le foie, le poumon, la rate, le muscle gastrocnémien, le pancréas,
le rein, le coeur, le cerveau et le tissu adipeux) chez les rats témoins et chez les rats

|
traités par I’aziridine. L’examen histologique est congu dans le but de compléter nos

résultats précédents.

Etant donné que 1’aziridine 3 est la plus immunostimulante par rapport aux autres
aziridines testées, selon les résultats obtenus précédemment, seule cette substance est
utilisée pour étudier les effets cytotoxiques au niveau des organes cibles. De plus,
seule la dose sans effet toxique observable (NOAEL, 8.75 mg/kg ) est choisie pour les
études histologiques afin de confirmer ou non la non toxicité réelle de cette dose et par
la suite permetire ou non de 15 proposer pour des essais cliniques.

Au niveau du foie : L’analyse histologique au niveau du foie aprés coloration

a ’hématoxyline-Eosine, montre une structure hépatique normale aussi bien chez les
rats témoins que chez les rats traités par I’aziridine 3 4 la dose NOAEL

En effet, chez les rats témoins et chez les rats traités par ’aziridine 3, les hépatocytes
qui sont des cellules spécifiques du foie, ont I’aspect des cellules volumineuse,
possédant un ou deux noyaux, un nucléole volumineux, un cytoplasme éosinophile

(mitochondries) et granuleux (richesse en organites) dont les plages claires sont

l'emplacement du glycogéne (planche 1).
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Au niveau du poumon : Comparés aux rats témoins, I’injection de I’aziridine aux
rats expérimentaux n’induit aucune altération tissulaire des poumons, avec une taille
normale des pneumocytes (planche 2).

Au niveau a(e la rate: I’observation microscopique des coupes histologiques
réalisées au niveéu de la rate des rats témoins et des rats expérimentaimx traités par
Iaziridine 3 monﬁre un aspect normal de la pulpe rouge formée par lesi sinus veineux
(S) et les cordonsi de Billroth (B), possédant un réseau de fibres de réticuline dans les
| |
rfnailles duquel sont dispersées diverses cellules sanguines, de trés nombreuses

l!lématies et des macrophages. La pulpe blanche qui est formé par les follicules

lsymphatiques n’a pas été identifiée apres coloration & 1’hématoxyline-Eosine
planche 3).

Au niveau du musclﬁ gastrocnémien . 1’étude histologique réalisée au niveau

du muscle gastrocnémien révéle une architecture normale chez les témoins et chez les
jrats expérimentaux. Au microscope optique en coupes longitudinales, les cellules
musculaires ont la forme d'un cylindre allong€, possédant plusieurs noyaux situés en

peériphérie de lai cellule, contre sa membrane plasmique. Le cytopiasme riche en

mitochondries, posséde des striations indiquant la présence des disques clairs (I) et

Jde:s disques sombres (A) (planche 4).

| Au niveau du cceur : 1’observation microscopique des coupes histologiques
| .

realisées au niveau: du cceur des rats témoins et des rats expérimentaux traités par
Paziridine 3 montre un aspect normal des cellules myocardiques (ou cardiomyocytes)

présentant des striations , plus au moins allongées de forme cylindrique mononuclées

dont les extrémitfész preésentent des bifurcations, grice auxquelles elles entrent en
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connexion avec les cellules myocardiques adjacentes pour former un réseau

tridimensionnel complexe : les sﬁies scalariformes (planche 5).

Au niveau du pancréas : 1’étude histologique réalisée-au niveau du pancréas ne
réveéle aucune altération du pancréas aussi bien chez les témoins que chez les rats
expérimentaux. Cependant, au microscope optique, le pancréas endocrine est formé

par des amas compact de cellules, les flots de Langherhans (I), de formes

généralement sphériques et dispersés dans le parenchyme formé par les afcini exocrines

(A). Le cytoplasme apical de chaque cellule acineuse est littéralement " gorgé " de

granules de zymogeéne (Z), constituants protéiques du suc pancréatique. La base de
| |

| . |
chaque cellule comporte: un noyau arrondi avec un nucléolef visible (planche-6).
| |

i
! |
| i
I

. ‘ i - . 14 * r *
Au niveau du tissu adipeux : chez les rats témoins et chez les rats exp€rimentaux,

I’analyse desi coupes histologiques

microscope ibptique, les adipocytes sont des cellules sphériqqes. Leur cytoplasme

ne montre aucune altération des adipocytes. Au
, : .

; i . R B . . IR .1
renferme une volumineuse vacuole lipidique unique (triglycérides), entourée par une
i B
| -
mince couronne cytoplasmique avec un noyau aplati refoulé contre la membrane

plasmique (p}lanche 7). ' |

Au niveau du rein : 1’examen histologique des reins, chez les rats témoins et chez
! : o i
L L
les rats traités par I’aziridine 3, ne montre aucune altération structurale de la zone
corticale et de la médullaire qui sont constituées par l’enfsemblie des néphrons et du

tissu interstitiel du rein. (Planche 8).

I
[
i
P

Au niveau du cerveau : I’examen histologique du cerveau, ne révéle aucune altération
|
structurale du cerveau chez les rats témoins et chez les i'fats traités par 1’aziridine 3

(Planche 9).
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Planche 1 : Coupes histologiques de foie de Rat témoin (A) et expérimentaux recevant une
dose d'azindine 3 sans effet toxique NOAEL (8.75 mg/kg) (B). ]

Les foies sont prélevés et fixés dans le liquide de BOUIN puis inclus dans la paraffine. Les
sections déparaffinées de 4 4 5 um d’épaisseur sont colorées & I’hématoxvline et a 1’éosine.
Grossissement : x40 H : hépatocyte ; N : noyau. ;
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Planche 2: Coupes histologiques de poumon de Rat témoin (A) et experimentaux
recevant une dose d'aziridine 3 sans effet toxique NOAEL (8.75 mg/kg) (B).

Les poumons sont prélevés et fixés dans le liquide de BOUIN puis inclus dans la paraffine.
Les sections déparaffinées de 4 a 5 ym d’épaisseur sont colorées a I’hématoxyline et a
I"éosine.

Grossissement : x 40 AP : Alvéole pulmonaire, P : Pneumocyte
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Planche 3 : Coupes histologiques de rate de rat témoin (A) et expérimentaux recevant
une dose d'aziridine 3 sans effet toxique NOAEL (8.75 mg/kg) (B).

Les rates sont prélevées et fixées dans le liquide de BOUIN puis inclus dans la paraffine. Les
sections déparaffinées de 4 4 5 um d’épaisseur sont colorées a I’hématoxyline et a I’éosine.
Grossissement : x 40 Sinus veineux de la rate (S) entouré des cordons de Billroth (B).
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Pianche 4: Coupes histologiques du muscie gasirocnémien de Rat témoin (A) et
expérimentaux recevant une dose d'aziridine 3 sans effet toxique NOAEL (8.75
mg/kg) (B).

Les muscle gastrocnémien sont prélevés et ﬁxes dans le liquide de BOUIN puis inclus dans
la paraffine. Les sections déparaffinées de 4 a 5 um d’épaisseur sont colorées a
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Planche 6: Coupes histologiques de pancréas
recevant une dose d'aziridine 3 sans effet toxique

Les pancréas sont prélevés
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Planche 7 : Coupes histologiques du tissu@adipéﬁx de Rat témoin (A) et expérimentaux
recevant une dose d'aziridine 3 sans effet“toxiqqa NOAEL (8.75 mg/kg) (B).

Les tissus adipeux sont prélevés et fixés dans|le liquide de BOUIN puis inclus dans la
paraffine. Les sections déparaffinées de 4 & 5 um d’épaisseur sont colorées a I’hématoxyline
et 4 1’éosine. EHNIEY

Grossissement : X 40 A : adipocyte avec noyau
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Planche 8 : Coupes histologiques de rein de Rat témoin (A) et expérimentaux recevant

une dose d'aziridine 3 sans effet toxique NOAEL ‘(8.75 mg/kg) (B).

Les reins sont prélevés et fixés dans le liquide
sections déparaffinées de 4 4 5 um d’épaisseur s
Grossissement : x 40
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de BOUIN puis inclus dans la paraffine. Les
lorées a 'hématoxyline et 4 I’éosine. |
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Planche 9 : COﬁpCS 1118u11u5u,1w.».3 dc cerveau de Rat témoin (n jCt pApbrimbutam reeevant
une dose d'aziridine 3 sans effet toxique NOAEL (8.75 mg/kg) (B).

Les cerveaux sont préleves et fixés dans le liquide de BOUIN puis inclus dans la paraffine.
Les sections déparaftinées de 4 4 5 ym & epalsseur sont colorées a I’hématoxyline et a
i’éosine,

Grossissement : x 40 N : neurones.
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Cette derniere décennie, le cancer est devenu un probleme méjeur de santé publique,
en particulier dans les pays développés. Il constitue la premiére cause de mortalité
chez les hommes et chez les femmes, aprés les maladies cardiovasculaires (Martinelli
et al., 2007 ; Krieger et al., 2008 ; Marur et al., 2008 ; Navrozoglou et al.,, 2008).
Actuellemenf différents types de traitements anticancéreux coristitués principalement
par la chirurgie, la radiothérapie, I’immunothérapie et la chimioﬁérapie sont utilisés

(Lissoni et al., 2004 ; Lissoni et al., 2006 ; Menard et al., 2008).

Les connaissances actuelles sur les pathologies tumorales incitent & envisager des
solutions thérapeutiques multiples et complémentaires pour tenter d’entraver le
déroulement de la maladie. La découverte de nouveaux agents anticancéreux présente
donc un intérét majeur. Les agents anticancéreux se caractérisent par leurs propriétés
cytotoxiques. Ils provoquént la mort des cellules, par interaction avec 1’ADN»oﬁ avec
le fuseau mitotique. Ces agents anticancéreux sont classés suivant leur mécanisme
d’action: les intercalants, les antimétabolites comme les ‘antifolatcs et les
antipyrimidines, des inhibiteurs des topoisomérases comme les analogues de la
camptothécine et les anthracyclines et des agents alkylants comme les moutardes
azotés, les aziridines et les hydrazines (Fabien et al., 2003).

Le travail préseﬁté dans cette étude s’inscrit dans le contexte des nouvelles approches
thérapeutiques anti-cancéreuses, dont I’objectif est d’inhiber la progression tumorale
en faisant obstacle aux processus physiologiques associés a la biologie des tumeurs.
Les aziridines sont des agents alkylants anti-tumoraux (Huang et al., 2004 ; Vainchtein
et al., 2007). Leurs activités thérapeutiques ont été décrites pendant plus d'une
décennie. En raison de la présence d'anneau hétérocycle, les aziridines ont montré une

grande réactivité vis-a-vis des composés nucléophiles et électrophiles (Kiss et al,,
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(Kiss et ali, 2007). Les aziridihes représehtent des agents chimiofhérapeutiQue§ d’un
gra.ﬁd. intérét dont les activités anticancéreuses et antibiotiques sont largement
démontréés (Reyndlds,v1995; Papaioannou et al,, 2001, Marchini et al.,, 2001 ;
Biesma et al., 2007). Afin de contribuer a la mise en évidence de 1’intérét et de
I’importance de Putilisation des aiiridines au cours de I’immunothérapie, qﬁatre
nouvelles aziridines différentes par le radical R, sont synthétisées, au niveaﬁ du
laboratoire COSNA (Chimie Organique, Substances Naturelles et Analyses) de la
faculté des Sciences (Université de Tlemcen), & partir d’acides aminés,. (glycine pour
I’aziridine 1, alanine pour [’aziridine 2, phénylalanine pour I’aziridine 3 et
Tryptophane pour:I’aziridine 4) (Medjahéd et al., 2004). Notre étude a été réalisée en
trois étapes consécutives et complémentaires :

- Dans la premiére étape, nous avons vérifié que les quatre nouvelles aziridines
synthétisées dans le laboratoire COSNA sont réellement des éubstances alkylantes a
I'ADN. | |

- Dans la deuxiéme étape, nous avons déterminé les effets in vitfo de cés aziridines de
synthese sur la prolifération des lymphocytes humains stimulés par les agents
mitogeénes. Ces lymphocytes sont isolés de personnes fémoins en bonne santé et de
patientes atteintes de cancer du sein, en raison de sa fréquence élevée au niveau de
I’hdpital de Tlemcen. |

- En demier, nous avons mis en évidence les effets in vivo des aziridines chez le rat
Wistar, animal de laboratoire choisi pour les essais toxicologiques.

Nos résultats montrent que les quatre aziridines testées dans ngtre laboratoire, sont des
agents alkylants de 'ADN. Ceci est détecté par I’électrophorése sur gél'd’agarosé en

milieu alcalin, révélée par un marqueur spécifique le bleu de Nile, montrant ainsi une
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réduction marquée de la mobilité électrophorétique de 'ADN par rapport aux cellules
incubées en absence d’aziridines. Ceci est confirmé par le test des comeétes montrant
un ADN intact sous forme d’une sphére en absence d’aziridine, alors qu’en présence
de I’aziridine, le noyau est endommagé formant une queue de comeéte traduisant une
toxicité vis-a-vis de I’ADN. Cet effet d’alkylation de I’ADN est en accord avec
I’interaction ADN-drogue observée avec d’autres aziridines (Di Francesco et al.,
2000 ; Vedejsetal ., 2003 ; Warner et al ., 2007) .

De nombreuses études ont également démontré 1’alkylation de I’ADN avec les
aziridines qui sont donc largement utilisées dans le traitement du cancer (Humayou et
al., 1975 ; Musser et al., 1992 ; Remers et al., 1995 ; Li et al., 1997 ; Schirmeister ,
1999 ; Voloshchuk et al., 1999 ; Le plaetal., 2005 ).

L’utilisation des aziridines devient de plus en plus importante dans le traitement |
anticancéreux. De plus, plusieurs auteurs ont démontré que les aziridines possedent
une activité immunotropique marquée (Kowalczyk-Bronisz et al., 1986 ; Hanessian et
al., 2000). Les aziridiﬁes modulent les deux systémes immunitaires aussi bien
humoraux que cellulaires. Ainsi, certains travaux ultérieurs ont montré que les
aziridines sont immunostimulantes (Bicker, 1978). En effet, elles provoquent une
augmentation spontanée de la concentration des lymphocytes T chez les patients
cancéreux et moduleht le systéme immunitaire chez les animaux (Bicker, 1978 ;
Srikrishnan, 1990). D’autres chercheurs ont également montré, que les aziridines
peuvent étre des molécules immunodépressives induisant un déficit immunitaire
(Baier et al., 1991).

Cependant, l'activité immunomodulatrice des nouvelles aziridines testées dans notre

étude n'a pas été documentée précédemment, bien que les propriétés immunologiques
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d'autres aziridines ont été décrites déns la littérature (Kowalczyk-Bronisz et al., 1986 ;
Hanessian et al.; 20.00) et couvrent un vaste champ d’utilisation dans le traitement des
maladies liées aux dysfonctionnements du systéme immunitaire.

Afin d’explorer I"activité biologique des nouvelles aziridines testées dans notre étude,
nous avons isolés les lymphocytes des personnes témoins et de personnes atteintes de
cancer du sein, en raison du nombre de cas élevé (OMS, 2006), et en raison des
anomalies immunitaires qui lui sont associées.

Le cancef du sein est une prolifération anormale des cellules dans la glande
mammairé. Clest le plus souvent un carcinome né de l'épithélium des glandes
proprement dites ou de leur canaux (Balicki, 2007 ; Heiney et al., 2007 ; Fujino et al,,
2008). Dans tous les cas, les perturbations immunologiques associées sont nombreuses
et variées. |

Les résultats obtenus 4 la suite du frottis sanguin colorés au May- Grunwald- Giemsa,
montrent au microscope optique une morphologie cellulaire normale des leucocytes
notamment les lymphocytes et les polynucléaires aussi bien chez les patientes
porteuses de cancer du sein, que chez les femmes témoins. De plus les femmes
cancéreuses sont caractéfisées par une baisse des leucocytes. D’autres auteurs ont
montré la réduction du nombre des globules blancs au cours d’un cancer du sein
(Hryniuk et al., 1984 ; Bay et al., 2001).

La prihcipale fonction touchée est l'immunité cellulaire, avec une diminution du
nombre de lymphocytes T, alors que les lymphocytes B restent normaux. Le rapport
CD4/CD8 chute en raison d'une plus forte diminution des CD4 -+, surtout_impliqués

dans 1'activation, par rapport aux CD8 +, essentiellement cytotoxiques. Les différents
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tests d'exploration in vitro de la fonction lymphocytaire T sont perturbés, en particulier
la production deé cytokines, qui est diminuée (Blidaru et al., 1998).

- Plusieurs études ont montré que la réduction du taux des globules blancs en particulier
les lymphocytes T est & l’origine de perturbations des sous populations lymphocytaires
maj oritaires. En effet, les lymphocytes CD8 sont augmentés et les lymphocytes CD4
sont diminués réduisant la sécrétion des cytokines, en particulier I’TL-2 (Blidaru et al,,
1998). Le signal de transduction est également diminué, ainsi que les transferts de
calcium membranaire entrainant ainsi des défauts de communication lymphocytes
T/cellules présentatrices d'antigéne (Alam et al., 1993 ; Cantrell et al., 1996 ; Muna

et al., 2000 ; Bower etal., 2003 ; Rey et al., 2005).

Steingrims-dottir et ses collaborateurs (2000) montrent qu’une greffe des cellules
souches périphériques de moelle osseuse chéz dés individus atteints d’une maladie
sanguine comme la leucémie, ou chez des patientes atteintes d’un cancer du sein
permet d’augmenter les taux des lymphocytes B et T mais le rapport CD4 */ CD8 "
reste faible d{i & une augmentation persistanté des lymphocytes CD8 et une réduction
constante des lymphocytes CD4. Ceci augmente la susceptibilité de ces malades aux

infections.

Lés lymphocytes sont des leucocytes produits par les tissus lymphatiques et
spécialisés dans la défense immunitaire de ’organisme. Il existe deux sortes de
lymphocytes, les lymphocytes T responsables de I'immunité cellulaire (réponse des
cellules aux antigénes) et les lymphocytes B producteurs d’anticorps, donc associés a
'immunité humorale (déclenchement des sécrétions‘ des différentes cytokines):

(Koskinen et al., 2007 ; Gupta et al., 2007 ; Chan et al., 2008 ; Levine, 2008 ). Les
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lymphocytes sont facilement isolés du sang et sont utilisés in vitro en culture pour

tester les effets immunomodulateurs de différentes substances chimiques.

Nos résultats montrent que les quatre nouvelles aziridines, aziridine 1 (N-

phtalimidoglycyl-2hydroxyméthylaziridine) ; aziridine 2 (N-phtalimidoalanyl-2-

hydroxyméthylaziridine) ; aziridine | 3  (N-phtalimidophénylalanyl-2-
hydroxyméthylaziridine) et Paziridine 4 (N-phtaloyltryptophyl-2-
hydroxyméthylaziridine), aux concentrations utilisées (1pM a 1mM), poésédent in
vitro un effet immunomodulateur important sur les cellules a médiation cellulaire et
humorale. Dans notre ¢étude, ’aziridine 1, 3, 4 stimulent de maniere significative la
prolifération basale deé lymphocytes T et B d'une fagon dose- dépendante, exprimée
en nombre de cellules par puit d’incubation , par I’indice de prolifération IP et par le

contenu en protéines totales. Cependant, l'aziridine 2 n'a aucun effet sur la

- prolifération basale des lymphocytes en l'absence des mitogénes, a n'importe quelle

concentration utilisée.

D’autre part, nous avons déterminé, les effets des quatre aziridines sur la prolifération

des lymphocytes T et des lymphocytes B stimulés par leurs mitogénes respectifs

(Con A et LPS). La présence du mitogéne stimule considérablement la prolifération

des lymphocytes T (présence de Con A) et des lymphocytes B (présence de LPS).
Ceci est indiqué par I’augmentation significative du nombre de cellules, de ’indice de
prolifération et des taux en protéines totales en présence des agents mitogénes.
L'addition de I’aziridine 1, 3 ou 4 potentialise I’effet de 1a Con A et de la LPS
puisqu’une augmentation significative de la proliféraﬁon des lymphocytes est
constatée. Nos résultats sont intéressants et originaux (Baba Ahmed et al., 2006 ;

2008).

135



Plusieurs études expérimentales cohduites chez I’animal et l’homﬁle in vitro,
rapportent que la ConA et la LPS activent la prolifération cellulaire des lymphocytes.
Cette activation est déclenchée par des transductions de signaux via la membrane
cellulaire. 1l s'agit d'un processus général dans lequel une molécule de ligand
s'accroche a son site récepteur sur la surface cellulaire et déclenche uné cascade
d'événements biochimiqﬁes dans la membrane cellulaire. Ces événements initient une
activation enzymatique, une activation de génes, ce qui aboutit finalement a la
synthése d'ADN, d'ARN et de protéines, a la prolifération cellulaire et & un processus
de multiplication clonale de lymphocytes-T (Iyer et al., 1984 ; Cassatella et al., 1989 ;
Lewis et al., 1989 ; Altman et al., 1990 ; Niks et al., 1990 ; Liburdy, 1994 ; Brenner et
al., 1997 ; Ferreira et al., 2003; Koide et al., 2006 ; Fagone et al., 2007 ; Jiang et al.,

2007 ; Nakano et al., 2007 ; Mueller et al., 2008).

Dans notre étude, les aziridines 1, 3 et 4 provoquent une augmentation du nombre de
cellules, de I’indice de prolifération et des teneurs en protéines totales des lymphocytes
B et T, en absence et en présence des agenis mitogénes, chez les femmes atteintesv du
cancer du sein, suggérant que ces aziridines sont potentiellement immunostimulantes
aussi bien sur les lymphocytes témoins que sur les lymphocytes isolés d’une personne
cancéreuse. De la méme facon, ’aziridine 2 est immunosuppressive sur les deux types

de lymphocytes.

L’interleukine-2 (IL-2) est un facteur important de maturation et de croissance des
lymphocytes T. Elle active leur transformation en lymphocytes T cytotoxiques de type
CD8" qui sécrétent l'interféron g, lequel stimule les macrophages a liberer le TNF o, et
le TGF b (transforming growth factor b) (Cantrell et al., 1984 ; Kamimura et al.,

2007 ; Fuse et al., 2008). L’interleukine-6 (IL-6), une autre cytokine, joue un role
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significatif dans la prolifération et la différenciation des cellules B (Reickmann et al.,

1991 ; Okamoto et al., 2007 ; Koshiba et al., 2008).

La quantification des IL-2 et des IL-6 indique que la stimulation de la prolifération
des lymphocytes T et des lymphocytes B, par leurs mitogénes respectifs, est associee a
uﬁe production plus importante des IL-2 et des IL -6. Le premier événement lors de
Pactivation est la liaison du récepteur de I’agent - mitogéne avec le domaine
extracellulaire du fécepteur du lymphocyte (TCR pour les lymphocytes T et BCR pour
les lymphocytes B). Ceci s’accompagne de modifications des taux
intralymphocytair@s d’AMP cyclique, d’adényl cyclase, et de GMP cyclique,
provoquant une augment?tion de l'influx calcique suivi d’une phosphorylation,
ihduisant ainsi l’activationi des génes contrblant la synthése des interleukines et la

kY

prolifération clonale des lymphocytes (Kato et al., 2007).

Nos résultats méntrent que la prolifération in vitro des lymphocytes T et des
lymphocytes B en absence des mitogenes est réduite suite 4 la diminution de la
production des IL-2 et IL-6 chez les femmes cancéreuses. D’aprés certains auteurs, il
existe chez ces femmes cancéreuses des déficits complexes de I'immunité qui
touchent les fonctions et I’activation des lymphocytes accompagnés d’unel diminution
de la capacité de la production des interleukines d’Il-2 (Brenner et al., 1997 ; Bouet-

Toussaint et al., 2000 ; Steingrims-dottir et al., 2000 ; Hadden, 2003 ). Ce déficit
immunitaire est di selon ces auteurs 4 un défaut d'activation des cellules T, et de
certainsJ ionophores calciques permettant ainsi de déclencher un flux calcique. Ceci
implique un-défaut de couplagé des récepteurs membranaires entrainant par la suite

un défaut de production d'IL2 et d'autres cytokines.
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Dans notre étude, l'aziridine 1, l'aiiridine 3 et laziridine 4 augmentent
significativement la sécrétion dés IL-2 et IL-6, I’effet étant dose dépendant aussi bien
chez les témoins que chez les femmes canl:éreuses. Les mécanismes par lesquels la
prolifération des lymphocytes et la prbduction des interleukines sont influencées par
les aziridines ne sont pas encore élucidés. Néanmoins, l'aziridine .1, 3 et 4 peuvent
agir sur ime étape clé de la cascade de signalisation qui méhe ala prolife'raﬁon et aux
fonctions des lymphocytes, comme il a été obsérve’ pouf d'autres agents
immunostimulants (Nonnecke et al., 1991/ ; Wagner et al., 1999 ; Bishop etal., 2000 :
Siwicki et al., 2001 ; 2004 ).} I a été démontré que les Qhangements des taux d’IL-2

sont corrélés a ceux des IL-6, et aux activités CD8+ et NK chez les patients cancéreux

pendant la thérapie antitumorale (Gao et al., 2005).

D'un autre cté, I’ aziridine 2 réduit la production des IL 2 et IL 6 chez les témoins et
chez les femmes cancéreuses, suggérant que son effet imfnunosuppresseur est liée a
I’inhibition de ia syntheése des cytokines. Cependant, I’action inhibitrice de cette
nouvelle | substance testée sur la | prolifération lymphocytaire et la sécrétion des
interleukines n'a pas été décrite précédemment dans la littérature. Il a été montré in
vitfo et in vivo que la cyclophosphamide, un dérivé des aziridines, utilisée dans le

traitement des maladies auto-immunes, posseéde un effet inhibiteur trés spécifique sur

la réponse des cellules T diminuant I'immunité cellulaire. En effet, aprés fixation sur

un récepteur intracytoplasmique, la cyclophosphamide bloque la voie d’activation

- calcineurine dépendante, intervenant dans la transcription et 1’expression génique

codant pour la sécrétion de multiples cytokines comme : Iinterféron gamma, le
« TNF », D’interleukine-1 (IL-1), I'IL-2, I’'IL-4, 1’IL-6,) etc. La diminution de

production de cytokines a pour conséquence une réduction de la prolifération des
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lymphocytes T, diminuant l’acfivité et l'expansion clonale des cellules CD4f
(lymphocytes T-helper), et de la proliféra\tion des lymphocytes B entrainant une
réduction de la synthése d'immunoglobulines (Kuroi et al., 1994 ; Boitard et al,,
1999 ; Su et al., 2006 ; Salem et al., 2007 ; Bracci et al., 2007). Dans notre étude,
I’aziridine 2 testée pourrait agir comme les autres aziridines immunosuppressives.

Les membranes biologiques sont essentiellement constituées de lipides complexes
dont 70 & 90 % de phospholipides. Les acides gras saturés (AGS) et les acides gras
polyinsaturés (AGPI) sont des constituants importants des phospholipides des
membranes cellulaires dont ils assurent la structure et la perméabilit¢ (Ohvo-Rekila et
al., 2002 ; Khandelia et al., 2008 ). Les investigations menées dans la suite de notre
étude in vitro ont visé a déterminer les effets des aziridines sur la composition en
acides gras des phospholipides (PL) des membranes des lymphocytes. Pour cela, nous
:;wons choisi I’aziridine 3 (R = PhCH2) a une concentration de 1mM, dont I’effet
immunostimulateur est le plus important, afin de poursuivre nos recherches sur les
inécanismes d’action des aziridines. Notre choix est guidé par le fait que les femmes
atteintes d’un cancer du sein sont immunodéficientes et que les recherches doivent
donc étre orientées vers les substances immunostimulantes. Selon nos résultats, une
réduction des pourcentages en AGS des PL membranaires des lymphocytes incubés
en présence de la Con A est notée chez les témoins et chez les femmes cancéreuses
par rapport a la composition basale. Les AGMI augmentent suite & 1’augmentation du
C18:1 n-9. Par contre, le fapport P/S diminue accompagné d’une diminution du
C20 :4n-6, du C20 :5n-3 et du C22:6n-3 chez les témoins et chez les fefnmes
cancéreuses, en présence de la ConA par rapport & la composition basale. Il est a

noter que dans notre étude, la composition en acide gras des membranes des
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lymphocytes des femmes atteintes du cancer du sein est similaire 4 celle chez les
témoins. Cependant, plusieurs études ont noté des modifications de la composition en
acide gras des membranes cellulaires au cours du cancer du sein, en particulier les
AGPI de la famille n-3 et n-6 (Bougnoux, 1999 ; Bagga et al., 2002; Boyd et al,,
2003 ; Thiébaut et al., 2005). De plus, plusieurs études montrent que les AGPI n-6
favorisent le développement tumoral, tandis que les AGPI n-3 ont un effet pfotecteur.
Les AGPI peuvent agir sur la stimulation de la croissance tumorale en modulant la
transcription de nombreux génes (Blouin et al., 2006 ; Gerber, 2006 ; Rongére etal,
2006).

La composition des lipides neutres et des phospholipides membranaires des
lymphocytes des ganglions chez le rat a été étudiée par plusieurs auteurs (Goppelt et
al., 1987; Calder et al., 1991; Valette et al., 1991). Ces travaux ont montré qu’une
stimulation des lymphocytes T avec la con A entraine d'importants changements dans
la composition en acides gras des phospholipides membranaires des lymphocytes suite
a la diminution de l’acide» stéarique, linbléique et l'acide arachidonique'accompagnée
d’une augmentation de I’acide oléique. La ConA conduit & une modification de la
fluidité membranaire des lymphocytes. Nos résultats vont dans le méme sens que ces
travaux ultérieurs puisque la ConA induit des modifications similaires de la
composition en acide gras des membranes des lymphocytes. Cet effet est observé
aussi chez les témoins que chez les femmes cancéreuses.

Nos ré‘sultats montrent que 1’aziridine 3 n’a entrainé aucune modification des AGS,
des AGPI et des AGMI des membranes des lymphocytes chez les témoins, et .aussi
chez les femmes cancéreuses. 1l apparait clairement que ’effet immunostimulant de

’aziridine testée n’est pas associé & des interactions aux PL membranaires comme
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c’estlecasdela ConA.‘ En effet, la prolifération- des lymbhocﬁes stimulés par la Conv
A est associée a un changement de la composition en phospholipides des membranes
(Calder et al., 1994). Les phospholipides constituent non seulement des composants
membranaires, mais constituent également une réserve importante de médiateurs
biochimiques. Ce sont, en effet, les précurseurs d'une grande variété de médiateurs
lipidiques : prostaglandines, leucotriénes, thromboxane, PAF-acéther, acides
lysophOSphétidiques et acides gras libres. Ces médiateurs lipidiques agissent comme
des seconds messagers intracellulaires lors de I’activation des lymphocytes T en
modulant l'activité enzymatique telle que la protéine kinase C (PKC), les canaux
ioniques (calciques ou potassiques) et le facteur transcriptionnel NF-AT (un facteur
essentiel & la transcription du géne de I'IL-2). La synthese des médiateurs lipidiques
est initiée d'abord par la stimulation des phospholipases A2 (PLA2). Cette enzyme
hydrolyse les phospholipides membranaires, en libérant I'acide arachidonique et la
phospholipase D, et en produisant le diacyl glycérol a partir de la phosphatidyl
choline, étape importante lors de 1’activation des lymphocytes (Khan et Hichami,
1999 ; Denys et al., 2004 ). L’activation de la prolifération des lymphocytes 'ﬁar
’aziridine testée semble étre différente puisque aucune modification de la composition
en acide gras des phospholipides membranaires n’est observée.

La deuxieme partie de notre étude a été consacrée a1’étude in vivo visant & déterminer
les effets de ces nouvelles molécules d’aziridines chez le rat Wistar, et par la suite
permettre ou non de les recommander pour des essais cliniques dans le traitement des
anomalies immunologiques.

Afin de garantir 'innocuité des produits destinés & I’homme dans les conditions

d’emplois prévus, des études toxicologiques doivent &tre réalisées. Ces essais sont
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réalisés sur des animaux de laboratoire, généralement sur le rat de souche « Wistar »
(Wallace et al., 1990 ; Acred et al., 1994 ; Everitt et al., 1995).

Les tests de toxicité doivent étre effectués conformément aux lignes directrices de
l’OCDE (Organisation de Coopération et de Développement Economique), du
Conseil Canadien de Protection des Animaux (CCPA), de la Conférence Internationale
sur I’Harmonisation des critéres techniques relatifs & 1’enregistrement des
médicaments pour I'utilisation humaine (ICH), et de la FDA (Food and Drug
Administration) en utilisant le moins possible d’animaux et en offrant le maximum de
considération afin de soulager leur souffrance et/ou leur détresse (FDA, 1987 ; CCPA,
1993 ; Flecknell , 1994; Mathews, 1997 ; OCDE, 2001 ).

L’OCDE définit le point limite comme étant ’indicateur le plus précoce dans une
expérimentation animale, de douleur physique ou mentale sévére, souffrance ou état
moribond (Hamm, 1995 ; Morton, 1997). L’expression « point limite » est également
définie par le CCPA, comme étant le moment auquel la souffrance et /ou la douleur
d’un animal d’expérimentation est arrétée, minimisée ou diminuée
(Zimmermann, 1983 ; Wong et al., 1997).

L’étude de la mortalité¢ aprés une seule administration de l’aziridine permet de
déterminer la dose Létale 50 (DL50). La DL50 est un indicateur quantitatif de la
toxicité d'une substance donnée, la dose qui tue 50% des animaux traités dans un
temps déterminé de 14 jours.

Parallelement, L’OCDE déconseille ['utilisation du test DL50 classique et
recommande [’utilisation d’alternatives qui réduisent l’utilisation du norﬁbre
d’animaux et utilisent comme point limite la morbidité plutdt que la mortalité (OCDE,

2001). Les recommandations du Iteragency Research Animal Committee (IRAC,
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1993) sur la DL50 spécifient que : le test de la DLSO classique ne devrait étre
effectué que lorsqu’il est spécifiquement justifié pour des exigences scientifiques et
qu’il est approuvé par le comité institutionnel de protection des animaux (institutional
anirﬁal care and use committee IACUC) (Morton et al., 1995). De plus, I’'OCDE
recommande d’administrer la substance a des animaux répartis en plusieurs groupes et
ce, a des doses croissantes suffisantes pour obtenir un pourcentage de mortélité
s'échelonnant entre 0 et 100 %. Les doses administrées doivent Etre comprises entre 5
mg/Kg et 5 g/kg de poids corporel pour permettre de situer les substances testées sur
’échelle comparative de toxicit¢ de substances chimiques de Hodge et Sterner
(Claude, 1988 ; OCDE, 2001).

Dans notre étude, I’injection intrapéritonéale des quatre aziridines a différentes doses
(dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour 'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4 ; dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4
mg/kg pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4 ;
dose 3: 65 mg/kg pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour 'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour
l'aziridine3, 93.5 mg/kg pour l'aziridine 4; dose 4: 97.5mg/kg pour vl'aziridine. 1,
102.75 mg/kg pour l'aziridine 2, 131.25 mg/kg pour 'aziridine3, 140.25 mg/kg pour
I'aziridine 4 et la dose 5: 130 mg/kg pour l'aziridine 1, 137 mg/kg pour l'aziridine 2,
175 mg/kg pour l'aziridine 3, 187 mg/kg pour l'aziridine 4), chez les rats et leur
observation pendant 14 jours, a montré des effets différents selon la dose injectee.
Pour I’aziridine 1, 1a DL50 est de 65 mg/kg puisqu’elle provoque la mort de 50 % des
rats, elle est de 68.50 mg/kg pour l’aziridine} 2. Concernant I’aziridine 3, la DL50 est

estimée & 100 mg/kg. Elle est estimée a 10471 mg/kg pour ’aziridine 4. Selon
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I’échelle de toxicité internationale, les quatre aziridines se classent comme substances
moyennement toxiques (OCDE, 2001).

Les chercheurs canadiens Morton et Griffiths (1985) et les directives de I’'OCDE
(2001) et du CCPA (1993) ont dégagé les grandes lignes de I’élaboration d’un
ensemble d’observations pour I’évaluation de la souffrance, de la détresse et de
I’inconfort des animaux de laboratoire en se basant sur cing parametres.

Le premier paramétre décrit les signes cliniques généraux. Ce sont les premiers signes
que I'on peut observer chez I’animal souffrant tels que ’apparence physique, le
changement du comportement, le pelage, la posture, les signes oculaires, la
température rectale, les changements des rythmes cardiaque et respiratoire.

Dans notre étude, I’observation clinique est réalisée chaque jour, le matin a la méme
heure. Quelque soit I'aziridine injectée, la dose 1 (6.5 — 9.35 mg/kg) ne provoque
aucun signe élinique chez tous les rats. L’administration de I’aziridine a provoqué
chez les rats différents signes cliniques 24 heures aprés 1’injection de doses différentes
d’aziridine allant de 26 mg/kg & 37,4 mg/kg pour la dose 2, de 65 mg/kg & 93,5 mg/kg
pour la dose 3, de 97,5 mg/kg a 140,25 mg/kg pour ladose 4 et de 130 mg/kg al87
mg/kg pour la dose 5 pour I’ensemble des aziridines testées. Ces symptomes de
toxicité sont caractérisés par des signes externes caractéristiques dont la sévérité
augmente avec la dose injectée.

En effet, suite & ’injection, les animaux testés sont moins actifs et ont des difficultés &
garder la station verticale par rapport aux rats normaux. Ceci est di & un défaut de
coordination musculaire et a des mouvements anormaux des membres accompagnés

d’une respiration anormale qui se traduit par une dyspnée ou une tachypnée.
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La posture anorfnale avec le dos courbé résulte essentiellement de la douleur
provoquee par la substance injectée. Les rats testés cherchent anormalement a se tenir
sur leurs membres postérieurs.

D’une fagon générale, les rats normaux en bonne santé possédent des poils lisses,
propres et d’apparence bien soignée. Un manque de toilettage est un indicateur fiable
de dysfonction (Morton, 2000). Dans notre étude, les rats expérimentaux pre'séntent
des poils ébouriffés (hérissés) avec une chute de poils résultant principalement d’un
defaut de toilettage de 1’animal. De plus, les rats expérimentaux présentent une
humidité des poils entourant les lévres, liée & une hypersalivation.

Nous avons aussi observé une hypothermie de 36° C & 37,5 °C se traduisant par des
tremblements de I’ensemble du corps des animaux. L’ hypothermie est d’autant plus
importante que la dose d’éziridine injectée augmente. Par ailleurs, Soothill et al.
(1992) et Wong etal. (1997) ont trouvé que lors d’une souffrance chez les souris et
chez les rats, wune hypothermie de 34 °C est prédictive de mortalité. D’aprés ces
auteurs, le point limite dans un modéle animal est défini lorsque la température
corporelle baisse de plus de 4 °C.

Nous avons noté chez les rats expérimentaux en compafaison avec les témoins, la
présence de diarrhée, ainsi que du sang dans les urines et les féces.

De plusv, aladose 5 (130 mg/kg a 187 mg/kg) pour I’ensemble des aziridines testés,
nos résultats ont montré, que tous les animaux sont moribonds montrant des signes
cliniques de plus en plus importants et séveres , ce qui constitue le point limite dans les
tests toxicologiques.

Le deuxiéme paramétre étudié concerne les variations du poids de I’animal, de

I’ingestion de nourriture et d’eau. Sanford et al. (1986) et Wallace et al. (1990) ont
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établi qu’une perte de poids significative peut étre I’un des éignes de déterioration de
I’état de I’animal le plus important reflétant un changement»dans Pingestion de
noufriture et d’eau. Une perte de poids dans ces éirconstances doit toujours étre
évaluée par rapport a ’animal témoin approprié.

Dans notre étude, les variations du poidé corporel sont déterfninées chez les rats
témoins (recevant une injection d'eau physiologique) et chez les fats expérimentaux
(recevant une injection d'aziridine testée) et sont notées quotidiennemeht le matin 4 la
méme heure au cours de la période d'expérimentation. Nos résultats montrent qu’au
début de l'expérimentation, les différents lots de rats ont des poids homogénes, variant
de 196 4 210 g Les rats témoins montrent une croissance normale avec un gain
moyen quotidien de 30 % durant la premiére semaine et de 23 % durant la deuxiéme
semaine d'observation. Quelque soit 'aziridine testée, l'injection'de la premiére dose
(6.5 - 9.35 mg/kg) ne provoque pas de variations significatjyes‘di; p_bids ‘t}:orporel des
rats expérimentaux comparés aux témoins dufant la p‘remiéi'é etla (Iieuxiéme semaine
d’expérimentation. En effet, ces rats expérimentaux mohtrent un gain pondéral
moyen allant de 25 % & 30 % durant la premiére seméine et de'15 % 4 20 %
durant la deuxiéme semaine d'observation. Par contre, l’injectién des autres doses
supérieures 4 la dose 1 est associée 4 une diminution du poids corporel des rats
expérimentaux comparés a leurs témoins. La chute de poids moyenne quotidienne est
de 21 % 427 % durant la premiére semaine et de 7 % a 20 % durant la deuxiémé
semaine d'observation. Cette diminution du poids corporel est due, selon OCDE

(2000), a la perte des réserves graisseuses et 4 une fonte musculaire chez I’animal

lors d’une souffrance.
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La croissance relative deé rats est également un indicateur important de détérioration
‘de I’état de 1’animal selon Irvine et al. (1992). Elle représente le gain pondéral
mdyen par rapport au poids initial pendant la période d'observation, et donc refléte
mieux les variations du poids cgrporel au cours du temps. Lé croissance relative dés
rats n'est pas affectée par I'injection de la dose 1 d'aziridine. Par contre, les capacités
de croissance sont fortement diminuées suite a I'injection des doses 2,l 3 et 4 d'aziridine
puisque les rats expérimentaux ont présenté une croissance moindre que leurs témoins
avec méme perte de poids aux doses élevées, et ceci quelque soit 1'aziridine testée. La
perte de poids est d'autant plus importante que la dose augmente. En général, la chute
pondérale est due en premier & une diminution de la masse grasse suivie de celle de la
masse maigre. Elle représente la conséquence ultime d'un déséquilibre de la balance
énergétique entre les apports qui sont inférieurs aux dépenses énergétiques (Ritz et
al, 20075. Dans notre travail, la perte de poids est associée & une diminution du poids
de tous les organes, et elle est liée & une réduction de la consommation alimentaire
chez les rats ayant recu l’injection d’aziridine. La réduction de la consommation
alimentaire est de plus en plus importante lorsque la dose injectée augménte et ceci
quelque soit I’aziridine testée. Nos résultats montrent, q»uev I'injection de la dose 1
d’aziridiﬁe ne provoque pas de variations significatives de l'ingestion d'aliments ét
deau chez les rats expérimentaux comparés aux témoins durant la premiére et la
deuxiéme semaine d'observation. A la suite de I’injection ‘des doses 2, 3 et 4
d'aziridine, les rats présentent une perte d’appétit, une réduction de la consommation
alimentaire et d’eau qui se traduit notamment par une perte de poids importante. Ces

signes peuvent étre des marqueurs fiables de souffrance dans les études de toxicité.

Plusieurs études ont mis en évidence le stress associé a une restriction alimentaire
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produisant une perte de poids plus de 20 & 25 % chez le rat (Foltz et al., 1999 ; OCDE,
2001). D’un autre c6té, les aziridines testées dans notre travail peuvent étfe
considérées comme substances anorexigéniques & fortes doses, qui peuvent influencer
le syé,téme nerveux central ou les neuromédiateurs. En effet, la régulation de la prise
de nourriture met en jeu des structures nerveuses centrales et plus particuliérelﬁent
I’hypothalamus (Williams et al., 2001 ; Morton et al., 2006). De plus, plusieurs
‘neurotransmetteurs et hormones, comme par exemple la dopamine, la noradrénaline, la
sérotonine, la leptine, I'insuline, sont impliqués dans la régulation de la prise
alimentaire agissant sur les structures nervéuses centralés ou sur les différentes voies
aﬁaboliquqs et cataboliques influengant le comportement alimentaire et le poids
corporel (Williams et al., 2001 ; Orsini, 2003 ). Diverses substances anorexigénes ont
été identifiées et égissent soit directement sur le centre nerveux‘ central, soit
indirectement sur les neurotransmetteurs et les hormones régulant la prise aliméntaire
(Dorvault, 1995).
Cependant, les aziridines injectées peuvent en soi avoir des efféts- systémiques avec
altérations des différents organes et syndrome inflammatoire qui peuvent moduler la
prise alimentaire et I’ingestion d’eau. L’influence du stress physique entéroceptif qui
correspond & des agressions ayant des conséquences sur le milieu intérieur, ainsi que
celle des cytokines; de I’inflammation sur le comportement alimentaire est
actuellement bien corTue (Orsini, 2003).
Les Variations de I'excrétion de féces et d'urine sont auési mesurés dans les études
de toxicité (Morton, 1997 ; Toth, 1997). Nos résultats montrent, que l'injection de la
premiére dose d’aziridine ne provoque pas de variations significatives de I'excrétion

fécale et urinaire des rats expérimentaux pour I'ensemble des aziridines testées
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comparés a leurs témoins. Par contre & des doses supérieures a 20 mg/kg, quelque soit
’aziridine testée, nous avons noté une réduction de I'excrétion urinaire chez les rats
expérimentaux. La réduction du volume d’urine éliminée peut étre Iliée a la diminution
de ’apport en eau chez les rats traités. Dans les études toxicologiques, ce phénomeéne
peut étre expliqué par Pintoxication médicamenteuse qui touche la fothion rénale,
ou par I’augmentation duv taux de vasopressine suite a la stimulaﬁon de la neuro-
hypophyse lors d’un stress, provoquant ainsi une concentration des urines et une
diminution du volume émis (OCDE, 2001).
La diminution de I'excrétion fécale chez les rats expérimentaux résulte probablement
de la restriction alimentaire observée chez les rats ayant regu I’injection d’aziridine.
Lors des études de toxicité, la réduction de I’excrétion fécale est liée a la dénutrition
calorico-protéique suite 4 une anorexie généralement observée chez les fats
expérimentaux (OCDE, 2001).
Le troisiéme paramétre dans les tests de toxicité, concerne les criteres biochimiques et
immunologiques (Manser, 1992). Les parametres biochimiques varient lors d’un
stress, de douleur ou de souffrance. Dans les tests toxicologiques, ces variations sont
lies 4 la perturbation de }l’axe hypothalamo-hypophyso-surrénalien traduisant une
hyperglycémie liée a I’activation du systeme orthosympathique, une augmentation du
taux plasrﬁétique de créatine kinase liée 4 une atteinte du tissu musculaire, une
diminution des B-lipoprotéines et du taux de cholestérol, éinsi qu’ une augmentation de

la concentration d’angiotensine, et de I’activité de la rénine, liées a la stimulation du

AN

systeme orthosympathique (Manser , 1992). Les variations immunologiques sont aussi
importantes liées aux variations des différentes lignées lymphocytaires et des taux des

lymphokines (Manser, 1992).
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Dans notre travail, les aziridines entrainent de nombreuses modifications métaboliques
qui s’accentuent avec la dose injectée. En ‘effet, nos resultats montrent, que quelque
soit J'aziridine testée, l'injection de la premiére dose ne provoque pas de variations
significatives des taux en globules blancs, globules rouges et en hémoglobine des rats
expérimentaux comparés aux témoins. Par contre une diminution progressive des
globules rouges et de I'hémoglobine est notée chez les rats expériméntaux suite 3
Pinjection des autres doses 2, 3 et 4 -d’aziridines. De plus, les taux des globules
blancs sont diminués suite & ’injection de fortes doses d’aziridine 2, alors qu’ils sont
augmentés suite a I’injection des aziridines 1, 3 et 4. '

L’anémie observée chez les rats traités peut résulte;r de plusieurs facteurs incluant
une hémolyse accélérée caﬁsée par la présence d’aziridine dans le sang, ou une
carence alimentaire particuliérement en micronutrime_nts. 11 est a rappeler que les rats
traités pre’séntent une réduction de la consommation alimentaire et une perte de poids
de plus en plus importantes avec l%augmentation des doses injectées. La dimimi_tion
des globules blancs par I’aziridine 2i peut étre liée & la restriction alimentaire. 1l a été
démontré qu’une malnutrition protéino-calorique et en micronutriments tels que le
fer et le zinc ainsi qu'en vitamines A et C cause une anémie, une atrophie du tissu
lymphoide, en} particulier des aires T-dépendantes de la rate, du thymus, avec une
diminution du nombre de lymphocytes et, surtout, du rapport CD4/CD8, et une
diminution de l'action des cytokines réduisant ainsi l’ac.j[ivation‘et la différentiatioh
des leucocytes, conduisant aux ldysfonctions immunitaires ( Birlouez g"t al.; 2002).
Morton et Griffiths (1985), ’OCDE (2001) et le CCPA (1993) ont montré que

I’anémie est un indicateur de détérioration a la fois de l’étef;t nutritionnel et de I’état de

santé corrélée A la souffrance ou & la douleur de ’animal dans les études de toxicité.
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L’augmentation des taux de globules blancs observée a la suite de I’injection de fortes
doses des aziridines 1, 3 et 4 peut traduire un phénomene inflammatoire, ou une
augmentation de la défense immunitaire contre la présence des aziridines. En général,
I’hyperleucocytose témoigne d’une réaction de ’organisme & une agression.

Dans notre travail, les effets des aziridines sur les variations des paramétres
biochimiques sériques et urinaires sont aussi importants. Les resultats obtenus
montrent que chez les rats expérimentaux, l'injection de la premiere dose d’aziridine
n’entraine aucune variation signiﬁcatiVé des teneurs sériques en cholestérol total (CT),
en triglycérides (TG), en phospholipides (PL), en protéines totales et en glucose par
rapport 4 leurs témoins. Cependant, aux autres doses élevées, quelque soit 'aziridine
testée, les rats survivants montrent une hypocholestérolémie, une hypotriglycéridémie,
une hypqphospholipidémie, une hypoglycémie et une hypOprotéinéIhie par rapport &
leurs témoins. Cette chute est significativement importanfe en fonction de la dose
croissante d’aziridine injvectée chez les expérimentaux par rapport a leurs témoins. Ces
résultats peuvent étre expliqués par la diminution d’apport et de synthése des
nutriments 4 la suite de la restriction alimentaire chez les rats traités aux aziridines.
L’hypoglycémie est un marqueur bien connu lors de la sous- alimentation (Yanai et
al., 2008)

Les taux faibles en protéines totales, particuliérement en albumine sont considérés
comme des biomarqueurs de la malnutrition protéinb énergétique, suite a la diminution
d’apport en acides aminés nécessaires a la synthése des protéines (Carriere et al.,
2008).

La diminution des taux lipidiques lors de I’anorexie = observée chez les rats

expérimentaux s’explique probablement par la diminution de la synthése lipidique

151



suite au manque d’acides gras exogenes avec 1’épuisement des stocks endogénes des
triglycérides dans le tissu adipeux. La réduction des taux de CT, TG et PL circulants
chez ces rats expérirﬁentaux peut &tre la conséquence de la réduction de leur synthese
hépatique. Ces résultats sont comparables avec ceux obtenus au cours du marasme et
du kwasﬁiorkor (Coward et al., 1981).

Manser (1992) a montré une diminution des B-lipoprotéines (LDL) et du taux de
cholestérol sérique chez les animaux lors de souffrance dans les études toxicologiques.
Nos résultafs concordent avec les directives de I’OCDE (2001), qui ont montré que la
souffrance et la douleur observées lors des études de'toxicifé est associée a une
réduction des taux glucidiques, lipidiques et proteiques suite a la diminution de la
sécrétion d’ACTH par I’hypophyse. Cette derniére,hormone inhibe la corticosurrénale
et, par ce biais dimipue la libération des glucocorticoides diminuant la synthése
glucidique, lipidique ‘et protéique. Il s’agit d’une réponse physiologique au stress,
préparant I’organisme i&‘l une diminution de I’activité motrice. |

Les glucocorticoides sont des hormones qui participent & la régulation du
métabolisme général et a4 ’homéostasie. Les glucocorticoides régulent le métabolisme
glucidique en stimulant la néoglucogenese et la glycogénogengse. De plus, ils régulent
le métabolisme prétéique. Les glucocorticoides  provoquent dans les tissus
périphériques une diminution de ’anabolisme et une augmentation du catabolisme ce
qui fournit des acides aminés pour la néoglucogenése. Ils stimulent la lipolyse ée qui
entraine une augmentation des concentrations sériques en acides gras libres et -
cholestérol (Macfarlane et al., 2008 ; Watanabe et al., 2008). Vu ces actions

métaboliques des glucocorticoides, leur taux bas explique donc les taux faibles

circulants en protéines, lipides et glucides. De plus, des études ont monté que lors |
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d’une diminution de la sécrétion d’ACTH, la production hépatique de glucose est
diminuée et la sensibilité des récepteurs spécifique a ’insuline est augmentée. Ceci
combinée a l’anorexie par augmentation de CRH (facteur anoxerigéne), peut
engendrer une hypoglyce’mie (Annikova, 1974 ; prez etal, 1995 ; Absetal., 2000).
Nos résultats monf.rent que les rats recevant une forte dosé d’aziridine présentent une
augmentation des teneurs sériques en créatinine, urée et acide urique avec diminution
de leurs taux urinaires. Ces anomalies peuvenf étre liées a une altération de la fonction
rénale. Le risque d’apparition d’une insuffisance rénale et /ou d’une dysfonction
tubulaire au cours d’une chimiothérapie anticancéreuse est maintenant bien connu pour
la plupart des médicaments utilisés par les cancérologues (Isnard-Bagnis et al., 2005 ;
Schortgen , 2005).

La néphrotoxicité liée aux médicaments anticancéreux peut se manifester par une
insuffisance rénale aigué ou des anomalies tubulaires. Cependant, la toxicité rénale
des nouvelles aziridines testées dans notre étude n'a pas été documentée
précédemment. Certaines aziridines ont montré également des effets toxiques au
niveau du rein. Le cyclophosphamidé, et le thidtepa, sont des agents alkylants de la
famille des aziridines, utilisés dans le traitement de diverses maladies néoplasiques et
hématologiques et possédant des effets néphrotoxiques. Le cyclophosphamide et le
thiotepa montrent chez les cancéreux une néphrotoxicité sﬁr les cellules du tubule
collecteur & des fortes doses (1,500 mg/m®, cyclophosphamide et 120 mg/mz,

thiotepa), se manifestant par des troubles rénaux tels qu’une hyponatrémie et une

~ hypercréatinémie, marqueurs de la fonction rénale (Zeller et al ., 2003 ; De Jonge et

al., 2005; Ekhart et al., 2008)
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Par ailleurs, Brain et ses collaborateurs (2008) ont montré également que I’ifosfamide,
un autre agent alkylant anticancéreux proche du cyclophosphamide, est responsable
de la dysfonction tubulaire et d’}insufﬁsance rénale avec une augmentation des taux en
créatinine, en urée et en acide urique, chez les malades traités. Les travaux de Chen et
al. (2008) ont montré qu’injection d’ifosfamide chez les rats 4 une dose de 50 a 80 mg
/kg provoque une dysfonction tubulaire se tradujsant par une insuffisance rénale, avec
une augmentation de la créatinine sérique.

La créatinine, ’'urée et ’acide urique constituent d’excellents marqueurs de la
fonction rénale, leur augmentation ou leur diminution refléte un dysfonctioﬁnement
rénal.

La créatinine est le meilleur marqueur de la fbnction rénale. Elle est formée dans
’organisme par déshydratation non enzymatique de la créatine synthétisée par le foie
et stockée dans le muscle. Un taux sérique €levé en créatinine (associé a un taux élevé
en urée) traduit une diminution de la filtration glomérulaire. L’acide urique, représente
un autre marqueur de la fonction rénale. Il est le produif final du catabolisme des
purines (adénosine et guanidinej ¢ndogénes et exogénes (origine alimentairé). Lé taux
d’acide urique dans le sérum peut éugmenter lors de désérdres métaboliques, troubles
nutritionnels, ou d’atteintes rénales. L’urée, un autre marqueur reflétant la fonction
rénale, provient de la destruction des protéines. Elle est entiérement filtrée par les
glomérules. Son taux sanguin refléte le fonctionnement giobal des reins. Dans notre
étude, I’injection d’aziridines a la premiére dose (inférieure a 10 mg/kg), ne provoque
pas de variations des taux urinaires et sériques en créatinine, en acide urique et en
urée chez les différents groupes de rats traités par rapport a leurs témoins. Par cbntre,

’injection des autres doses d’aziridines (supérieures & 20 mg / kg), a provoqué chez
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les rats une augmentation sérique de ces paramétres associés a une diminution de leurs
taux urinaires. . |
Il ressort que les aziridines testées chez les rats provoquent une toxicité dose-
dépendante dela fonction rénale.

Les effets des aziridines sur les organes sont aussi déterminés dans notre travail. Nos
résultats montrent, que quelque soit l'aziridine testée, l'injection de la premiére dose
n’affecte pas le poids ni la composition des différents organes (foie, rein, rate,
pancréas, cceur, tissu adipeux, muscle, et le cerceau). Par contre, l'ihjection des autres
doses élevées est associée & une diminution des poids des différents organes. Cette
diminution est plus importante aux doses 3 et 4, que:dque soit l'aziridine testée. De plus,
cette réduction des poids des organes est associée a une diminution de leurs teneurs en
lipides totaux et en protéines totales chez les rats recevant de fortes doses d’aziridine.
Les transaminases sont des enzymes ayant une activit¢é métabolique importante a
l'intérieur des cellules. Leur augmentation sérique refléte une lésion cellulaire en

particulier au niveau hépatique, cardiaque, rénal ou musculaire (Valdiguié,' 2000).

- Les valeurs moyennes des transaminases glutamo-oxaloacétique (TGO) et glutamo-
pyruvique (TGP) sont restées dans les limites normales chez tous les groupes de rats
expérimentaux comparées a leurs témoins, suite & l'injection de la premiére dose
d’aziridine. Cependant, une augmentation significative des transaminases est notéé
chez les rats expérimentaux par rapport a leurs témoins, aprés I’injection de la dose 2,
3et 4 etceci qﬁelque soit I'aziridine testée. Ceci refléte une atteinterau niveau des
organes avec cytolyse, surtout hépatique. Certaines aziridines ont également montré

des effets toxiques au niveau du foie. Le cyclophosphamide et I’ifosfamide sont des
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hépatotoxiques métabolisés par voie hépatique par la chaine oxydative des
cytochromes ?450 (Lahouel et al.,‘ 2004).

Feun et ses colléborateurs (1999) ont montré que le Thiotépa utilisé a une dose de 9
4 24 mg / m * chez les patients atteints de carcinome‘ hépatocellulaire provoque une
élé\}ation de la créatinine sérique, de la bilirubine et des transaminases.

Il a été démontré qu’au cours de ’anoréxie et de I’amaigrissement, les transaminases
sériques sont augmentées (Rautou ét al., 2007). Ce phénomeéne semble étre li¢ & une
hypoxie hépatique suite & une baisse du débit cai*diaqué, provoquant une lyse cellulaire
(Rivera-Nieves et al., 2000 ; Rautou et al., 2007). Lav cytolyse hépatique est importante
lors des dénutritions protéiques et lors du jeline (Di Pascoli et al., 2004). 1 apparait
clairement que, dans notre travail, I’hépatotoxicité des aziridines testées a fortes doses,
est majorée par la restriction alimentaire observée chez les rats expérimentaux. Il
ressort de tous nos résultats que les aziridines testées sont toxiques a des doses
supérieures: a 20 mg/kg. Cependant, 2 des doses inférieures a iOmg/kg, ces
substances ne provoquent aucune altération clinique ni métabolique. Cette hotion de
seuil de toxicité est treés importante dans les essais de toxicité et perrnét de définir la
dose sans effet toxique observable (NOAEL). Cette NOAEL est un critére primordial
dans les essais cliniques de premiére administration & ’homme puisqu’elle sert de base
de calcul de la premiere dose utilisée chez 1’homme (NOAEL / Facteur de Sécurité ;
avec Facteur de Se’curité? 10) (Afssaps, 2006). Dans notre travail, les doses NQAEL
correspondent aux doses 1(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1 ; ‘6.85 mg/kg. pour l'aziridine
2; 875 mg/kg pour laziridine3; 9.35 mg/kg pour l'aiiridine 4). D’apres les
recémmandations de l’Afésaps (2006), afin de garantir la sécﬁrité des patients utilisant

un nouveau meédicament, il faut s’assurer que la dose NOAEL n’a aucun effet sur le
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comportement alimentaires et les bilans nutritionnels. Pour étudier ceci et vérifier la
non toxicité de cette dose NOAEL, nous avons réalisé les bilans nitritionnels chez les
rats. Les bilans nutritionnels sont réalisés sur une période de un mois. Nos résultats
montrent une prise alimentaire similaire entre les groupes de rat témoins et
expérimentaux (recevant la NOAEL) et donc un apport énergétique égal, ainsi qu‘e} le
rapport d’efficacité nutritionnelle (REN). Ceci est en faveur du fait que les aziridines &
la dose NOAEL n’affectent pas la consommation alimentaire et la digestibilité des
nutriments. De plus, les rats expérimentaux montrent une croissance normale par
rapport aux témoins durant le mois d’expérimentation.

Le bilan azoté¢ (BA) indique I'évolution nette de la masse protéique. Il est positif
lorsque la masse protéique s'accroit en période de croissance, proche de zéro lorsque la
masse protéique est constante, et négatif dans des circonstances pathologiques
accompagnées d'une perte protéique. Au cours des bilans nutritionnels BI (premicre
semaine) et BII (quatriéme semaine), 1’azote ingéré'qui représente I’azote de la
nourriture ingérée est similaire chez les rats expérimentaux comparés aux témoins.
De plus, les azotes urinaires et fécaux sont similaires entre les deux groupes ce qui
contribue a la similitude des coefficients d’utilisations digestive (CUDy) et des BA.
Ces résultats témoignent d’une bonne utilisation métabolique de I’azote chez les rats
ayant recu la d(;se NOAEL d’aziridines.

L’azote fécal correspond & I’azote alimentaire non absorbé mais aussi a I’azote
endogéne. Il reste dans les valeurs normales chez les rats expérimentaux, ce qui est
signe d’une bonné assimilation protéique par les rats ayant reg:ﬁ la dose NOAEL
d’aziridine. Aux différents bilans, la digestion des lipides n’est pas perturbée par

I’injection de la dose NOAEL d’aziridine chez les rats. En effet, les lipides ingérés, les
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lipides fécaux et les coefficients d’utilisations digestives des lipides (CUD.) sont
comparables chez les rats expérimentaux et témoins.

11 apparait donc clairement que les aziridines, & la dose NOAEL, n’ont aucun effet sur
les bilans nutritionnels chez les rats.

Afin de confirmer la non toxicité des aziridines a la dose NOAEL, nous avons réalisé
des coupes histologiques au niveau des organes (le foie, le poumon, la rafe, le muscle
gastrocnémien, le pancréas, le rein, le cceur, le cerveau et le tissu adipeux) chez les
rats témoins et chez les rats traités par I’aziridine. L’examen histologique est congu
dans le but de compléter nos résultats précédents. Dans notre étude, nous avons utilisé
I’aziridine 3 (R= PhCH2) la plus immunostimulante, afin d’étudier ses effets au
niveau des organes cibles.

La recherche des effets des aziridines sur I’histologie du foie est d’une importance
capitale. Le foie est un organe vital. Il remplit de multiples fonctions, il participe a la
digestion, & I’emmagasinage des aliments ainsi qu’a la détoxication, en aidant |
’organisme & se débarrasser de ses poisons, et 4 1’élimination. C’est un organe cible
pour de nombreux toxiques & cause de son important débit sénguin et de sa situation
par rapport a la circulation sanguine (Deugnier, 2005). La plupart des médicaments
anticancéreux en général et les aziridines en particulier, comme le cyclophosphamide,
I’ifosfamide et le thiotépa, subissent une biotransformation avant leur élimination.
Cette biotransformation se déroule au niveau du réticulum endoplasmique lisse (ou
microsomes) du foie, par un systéme enzymatique, les cytochromes P-450. Les
cytochromes P-450 appartiennent & la famille des enzymes d’oxydo-réduction. Ce
sont des activateurs impliqués dans la dégradation hépatique des molécules exogénes,

en particulier des médicaments (Lokiec, 2007 ; Walsky et al., 2007 ; Maes et al,,
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2008). L’examen microscopique des coupes histologiques réalisées au niveau du foie
de rats traités par l’aziriding, montre une structure hépatique normale, ce qui témoi gnev
de la non toxicité a la dose NOAEL.

Certains médicaments anticancéreux ont montré des effets toxiques au niveau du
poumon. Les moutardes a 'azote (chlorambucil, éhlormétiﬁe, melphalan) qui sont des
agents alkylants ont essentiellement une toxicité pulmonéire, entrainant une fibrose
pulmonaire & des fortes doses (Grootenboers et al., 2007). Les nitroso-urées peuvent
entrainer des complications pulmonaires, de type pneumonie interstitielle ou alvéolite
fibrosante (Massin et al., 1992). Le cyclophosphamide est un autre anticancéreux
le mieux connus par sa toxicité pulmonaire avec une lésion endothéliale, parfois Iétale
(Gupta et al., 2007). Dans notre étude, I’ examen histologique, au niveau des poumons,
montre une structure tissulaire normale aussi bien chez les rats témoins que chez les
rats traités par ’aziridine 4 la dose NOAEL.

Les fonctions principales de la rate sont de filtrer le sang, le régénérer, le stocker et en
évacuer les bactéries. Cet organe important aux fonctions multiples est donc
particuliérement vulnérable a différentes maladies et a divers médicaments (Sosso et
al., 1992 ; Shaked et al. 2005).

Plusieurs molécules anticancéreuses altérent I’architecture de la rate (Fabien et al.,
2003). Cependant, I’action des aziridines sur I’histologie de la rate, n’a pas été mise
en évidence. Dans notre étude, I’examen des coupes histologiques réalisées au niveau
de la rate, nous montre un aspect tissulaire normal aussi bien chez les rats traités pér
I’aziridine a la dose NOAEL, que chez les rats témoins.

Le muscle gastrocnémien a été étudié afin de voir si I’aziridine entraine ou non une

lésion au niveau du muscle. Raynard (2005) a montré, chez les patients cancéreux,
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que certaines substances anticancéreuses, ainsi qu’une corticothérapie prolongée
entrainent une fonte musculaire liée 4 une activation des voies protéolytiques
musculaires accompagnée d'asthénie, d‘anorekie, et des troubles digestifs chez les
cancéreux. Les atteintes musculaires lors d’un traitement anticancéreux sont surtout
liées aux altérations de la vascularisation au niveau du muscle (Baudin, 1995). Dans
notre ¢tude, aucune altération tissulaire n’est observéé chez les rats traités par
I’aziridine a la dose NOAEL choisie.

De nombreux médicaments anticancéreux alkylants sont & ’origine d’insuffisance
cardiaque, le cyclophosphamide Endoxan & une forte dose (4 g/m®) provoque chez les
patients cancéreux une cardiotoxicité aigué (Zver et al., 2007). L’ifosfamide Holoxan
3 la dose de 10 & 18 g/m’ provoque une fragmentation des fibres myocardiques
(Quezado et al., 1993). La mitomycine C est responsable au cours des premiéres
administrations de ;:hoc cardiogénique ou d’insuffisance cardiaque (Dorr et al., 1992).
Dans notre étude, ’examen des coupes histologiques réalisées au niveau du coeur
montre un aspect tissulaire normal des cellules myocardiques aussi bien chez les rats
traités par I’aziridine & la dose NOAEL, que chez les rats témoins.

La toxicité pancréatique est un des effets secondaires imprévisibles apparus dans
certains cas chez les patients cancéreux lors des chimiothérapies anticancéreuses
(Runzi et al., 1996). En effet, Izraeli et ses collaborateurs (1994) ont montré que I’
ifosfamide administré chez les femmes atteintes d’un cancer du sein provoque une
pancréatite aigué médicamenteuse, liée & une activation intrapancréatique des
enzymes digestives par un mécanisme mal connu. Dans notre étude, I’examen
microscopique des coupes histologiques ne révéle aucune altération pancréatique

chez les rats traités par I’aziridine 4 la dose NOAEL.
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Le tissu adipeux est une glande endocrine impliquée dans le stockage des graisses
(Luzi et al., 2005 ). Il est peu Vascularisé. L’irrigation des tissus est un facteur limitant
de la distribution tissulaire des médicaments. Nos résultats sur I’analyse des coupes
histologiques ne montre aucune altération des adipocytes chez les rats traités par
I’aziridine a la dose NOAEL.

L'élimination de nombreuses drogues et de leurs métabolites se fait par les reins qui
sont donc particuliérement exposés lors des chimiothérapies. La tolérance rénale des
anticancéreux est un probleme d’actualité 1i¢ & la fois & la toxicité intrinséque de
certaines chimiothérapies anticancéreuses et & I’état du patient cancéreux. Le patient
atteint de cancer 'est en effet exposé a différents types d’atteinte rénale (obstructive,
fonctionnelle, secondaire aux traitement ... .) avec altération tissulaire (Bagnis et al.,
2005). Dans notre étude,. ’examen des coupes histologiques réalisées au niveau du
rein, ne révéle aucune altération structurale du rein, aussi bien chez les rats traités par
’aziridine a la dbse NOAEL, que chez les rats témoins.

La neurotoXicité constitue un autre effet secondaire lors des 'chimiothérai)ies
anticancéreuses, écomme l’ifosfamidve. La toxicité de ce médicament, notamment du
systeme nerveux central (CNS) est présentée dans 20% a 30% des patients cancéreux
traités par l’ifosfamide, caractérisée par une encéphalopathie métabolique entrainant
ainsi un coma (Ajithkumar et al., 2007 ; CLokiec, 2007). La neurotoxicité d’autres
agents anticancél%eux a été également signalée (Lebrun et al., 2003). Nos résultats ne
révélent aucune altération structurale du tissu nerveux chéz les rats traités par
’aziridine 4 la dose NOAEL suite a I’examen histologique, ce qui confirmer la non
toxicité de cette dose d’aziridine. Ainsi, I’aziridine 4 la dose NOAEL n’affecte pas

I’histologie des organes.
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De ces résultats, il apparait clairement que I’emploi de ces aziridines nouvellement
synthétisées' au niveau du laboratoire COSNA peut étre recommandé a la dose |
NOAEL (inférieure 4 10mg/kg) et ouvre une nouvelle voie d’approche pour
I’immunothérapie a médiation non spéciﬁque, cellulaire et/ou humorale, au cours du

cancer, des infections ou des syndromes d’immunodéficiences.
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Notre recherche s’inscrit dans le cadlfe du développement de nouveaux médicaments
ciblant des phénoménes Eiologiques scientifiques du cancer. Dans notre travail, nous
avons prouvé que les aziridineS de synthése possédent des effets sur la modulation du
systéfne immunitaire qui peuvent étre trés bénéfiques au cours du cancer ou une
immunodéficience est bien démontrée. Les quatre nouvelles aziridines synthétisé}es au
labbratoire COSNA & partir  d’acides aminés (N-phtalimidoglycyl-2-
hydroxyme’fhylaziridine, aziridine 1 ; N-phtalimidoalanyl-2-hydroxyméthylaziridine,
aziridine 2 ; N-phtalimidophénylalanyl-2-hydroxyméthylaziridine, aziridine 3 et M-
phtaloyltryptbphyl—Z-hydroxyméthylaziridine, aziridine | 4) montrent ces effets
immunomodulateurs in vitro. Leurs caracteres alkylants de I'ADN sont détectés par
une électrophorése sur gel d’agarose en milieu alcalin montrant une réduction
marquée de la mobilité électrophorétique de 'ADN et un effet cométe.

Notre étude in vitro nous a permis de prouver que ces quatre aziridines sont capabie de
moduler la prolifération des lymphocytes non seulement chez les femmes témoins
mais aussi chez les femmes atteintes d’un cancer du sein. En effet,' aux coﬁcentrations
(OpM-1pM-10pM-50uM-500uM-1mM), ces aziridines possédent in vitro un effet
immunomodulateur important sur les cellules a médiation cellulaire et humorale. Dans
notre étude, 1’aziridine 1, 3, 4 augmentent la prolifération des lyinphocytes TetB
d'une facon dose- dépendante, exprimée par le nombre de cellules, par 1’indice de
prolifération (IP)et par le contenu en protéines totales suggéraht que ces substances
sont immunostimulantes. De plus, 1'aziridine 1, 3 et 4 augmentent significativement la
sécrétion des IL-2 et ILG, aussi bien chez les témoins que chez les femmes
cancéreuses. Ces interleukines sont des facteurs importants de mamratidn et de

croissance des lymphocytes. Cependant, I’aziridine 2 réduit La prolife'ration in vitro
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des lymphocytes suite & la diminution de la production des IL 2 et IL 6 chez les

témoins et chez les femmes _cancéreuses, suggérant que cette substance est

immunosuppressive.

Nos résultats montrent que 1’aziridine 3, la plus immunostimulante, n’a pas d’effets sur

la composition en acides gras des phospholipides (PL) ‘des membranes des
lymphocytes. En effet, 4 la concentration de 1mM, I’aziridine 3 .n’a entrainé aucune
modification des AGS, des AGPl et des AGMI suggérant qué son effet
immunostimulant est différent de celui de l’agent mitogéne Con A, puiéque
I’activation de la prolifération par la Con A altere la composition en acidé gras
membranaires. |
Aﬁh de ’proposei' ces aziridines comme moyen thérapeutiques, nous avons réalisé une
étude in vivo visant a4 déterminer les effets de ces nouvelles molécules chez le fat
Wistar, animal de laboratoire choisi pour les essais toxicologiques. Les tests de
toxicités aigues constituent la premiére étape des expérimentations pféclinique's avant
tout essai chez I’€tre humain. Nos résultats montrent que la DL50 est de 65 mg/kg
pour ’aziridine 1, 68.50 mg/kg pour l’aziridine; 2, 100 mg/kg pour I’aziridine 3 et
104.71 mg/kg pour ’aziridine 4. Selon I’échelle de toxicité internationale, les quatre
aziridines se classent comme substances.moyennement toxiqués. Les symptomes de
toxicité sont apparus 24 heures aprés ’injection d’aziridine et se sont caractérisés par
des troubles de 1’équilibre, de la posture, le grattage, la chute}de poils, Iaspect des
féces, la présence de diarrhées, la chute du poids coqure‘l, 1"agressivité, les
saignements, I’hypersalivation, la dinﬁnution de la température rectale et la réduction

de I’ingestion de nourriture et d’eau. Ces symptomes sont pfovoqués par des doses
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}sui)érieures a 20 mg/kg et deviennent sévéres et intenses avec I’augmentation de la
dose quelque soit I’aziridine testée.

Nos résultats montrent, que quelque soit l'aziridine testée, l'injection d’une dose
inférieure a 10 mg/kg ne provoque pas de variations des parametres hématologiques,‘
bi;ochimiques (sériques et urinaires), du poids et la coxﬁ_position des organes (foie,

'i ’ ‘ M : It
rein, rate, pancréas, cceur, tissu adipeux, muscle, et le cerceau) et des activités des

1

transaminases sériques. Par contre, 1’injection des doses supérieures & 20 mg/kg

1

induit chez les rats des perturbations de plus en plus sév?res-avec l’augmehtation dela

1
|
i
1

|
d(i)se. Les altérations touchent les paramétres hématologiques (globules blancs,
| ‘ | -

| : |
globules rouges, hémoglobine) et les parametres biochimiques (glucose, cholestérol
| : i
tojtal, triglycérides, phospholipides, protéines totales, créatinine, urée et acide urique
sériques ou urinaires). De plus, une diminution des poids des différents organes
i i ; ' |

. . o . : : ' sy
(§01e, rein, rate, pancréas, coeur, tissu adipeux, muscle, et le cerceau) associée a une
i P C

L : |
diminution de leurs teneurs en lipides totaux et en protéines totales et a une
| I : |

- : ~ :
augmentation des transaminases sont observées chez les rats recevant des doses

| | o s : m |
elevees. Toutes ces modifications peuvent €tre liées a la dénutrition marquée observée
| . |
chez ces rats. En effet, les aziridines & fortes doses semblent étre anorexigénes
. |
puisqu’elles entrainent une réduction de la consommation alimentaire.

Il apparait cjlai;cment que la dose sans effet toxique observable|> (NOAEL) est
N o | |
inférieure & 1}0 mg/kg pour toutes les aziridines testées dans notre travail.

L’étude histologique réalisée au niveau des organes (le foie, le poumon, la rate, le

muscle gastrocnémien, le pancréas, le rein, le cceur, le cerveau et le tissu adipeux) a

permis de confirmer la non toxicité de cette dose NOAEL. En effet, aucune altération
-

tissulaire n’est observée chez les rats recevant I’aziridine 2 la dose NOAEL. De plus,
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cette dose n’affecte pas les bilans nutritionnels des fats; ce qui répond aux critéres
exigeés par 1’organisation de coopération et de développement économique (OCDE) et
par Food and drug administration ( FDA) concernant les premiéres doses proposées
pour les essais cliniques.

L’activité immunostimulante de ces nouvelles aziridines peut étre  donc

recommandée pour des essais cliniques dans le traitement des anomalies

immunologiques, ouvrant ainsi une nouvelle voie d’approche pour I’immunothérapie a
médiation non spécifique, cellulaire et/ou humorale, au cours du cancer. D’aprés nos
tests de toxicité aigue, des doses inférieures a 10 mg/kg de ces aziridines peuvent étre
recommandées dans 1’élaboration du protocole d’un essai de premiére administration
chez I’homme. Cependant, d’autres études, comme les tests de toxicité chronique sont
nécessaires afin de s’ass;lrer la non toxicité & long terme de ces aziridines. C’est dans
cette optique que nous souhaitons poursuivre nos travaux de recherche dans le cadre
de ﬁos activités post-doctorales. De plus, nous espérons aussi caractériser et mieux
définir les effets immunomodulateurs de ces aziridines en réalisant le dosage .d’autres
interleukines (IL-4 et interféron par exemple), le phénotypage des lymphocytesv (Thl et

Th2) et en spécifiant leurs actions in vivo sur I’ensemble du systéme immunitaire.
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Isolement des lymphocytes

Préparation de la solution saline équilibrée

Solution A:
D-Glucose anhydre : 0.1% (1g/1)
CaCl, x 2H,0: 5x10° M (7.40mg/1)
MgCLx6H,0: 9.8 x10™* M (0.2g/1)
KCl : 5.4x 10° M (0.40g/1)
Tris : 0.145 M (17.565g/1)
PHa76

Solution B :
NaCl : 0.14 M (8.09 g/l)

Mélanger 1 volume de solution A avec 9 volumes de solution B
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Test de transformation lymphoblastique (TTL)
Plaque d’incubation.
Les cultures sont réalisées en triple, sur des plaques ELISA
Dans chaque puit, 100ul de suspension cellulaire (4. 10° cellules / puit) sont déposés.

Par la suite, différents réactifs sont ajoutés sous un volume de 20pl:

Puit (0) : 100ul de suspension cellulaire + 100ul RPMI

Puit (1) : 100ul de suspension cellulaire + 20 pl ConA (Spg/ml) + 80ul RPMI

Puit (2) : 100! de suspension cellulaire + 20 ul LPS (20 pg/ml) + 80ul RPMI

Puit (3, 4, 5, 6,7, 8) : 100ul de suspension cellulaire + 20 pl Aziridine (OpM -1pM-
10uM-50uM-500uM-1mM) + 80ul RPMI

Puit (9, 10, 11, 12,13, 14) : 100ul de suspension cellulaire + 20 pul Aziridine (OuM -
1uM-10uM-50uM-500uM-1mM) + 20 pl ConA ( Spug/ml) + 60ul RPMI

Puit (15, 16, 17, 18,19, 20) : 100u1 de suspension cellulaire + 20 pl Aziridine (OpM -
1uM-10uM-50uM-500uM-1mM) + 20 ul LPS (20 pg/ml) + 60ul RPMI

Il est nécessaire de laisser pendant 30 mn avant d’ajouter la ConA ou la LPS a
’aziridine.

Les plaques sont mises & incuber & 37°C, 5 % CO, pendant 48 heures. A la fin de

P’incubation, les cellules sont prélevées et serviront au comptage cellulaire, le dosage

des protéines, des interleukines et la détermination de la composition en acide gras.
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Détermination de la prolifération lymphocytaire par la méthode du MTT
(Mosmann, 1983)

Tampon PBS
KH2PO4 =2.14g
Na2HPO4 = 1146¢g
NaCl=45g
NaN3=0.2g

PH7.5

Solution MTT a 5mg/ml de tampon PBS (MTT: [3-(4, 5-Dimethyl thiazol-2-yl)-2, 5-

diphenyl tétrazolium bromide]

Préparation de la gamme étalon.

La gamme étalon est réalisée avec quatre suspensions cellulaires : S1 : 2. 10° cellules
/ml; S2: 1.10° cellules /ml (d 1/2); S 3: 0.5.10° cellules /ml (d 1/2); S4 :0.1.10°

cellules /ml (d 1/5).

100ul de chaque dilution (S1, S2, S3, S4), sont ajoutées a 10ul de MTT & un volume

final de 200u! (complété avec le milieu RPMI).

Aprés incubation au bain-marie 4 37° C pendant 3 heures, la lecture au

I’isopropanol & un volume final de 1ml.

spectrophotometre & 630 nm est effectuée aprés I'ajout de HCL a 0.04 M dans

Nombre des cellules 10° cellules/ml DO
S;=2 0.55
S, =1 0.41
S3=0,5 0.26
S4=0,1 0.09

06 -

05

04 -

0.3 -

0.2

0.1 4

0

0.1 0.5

1

Courbe d’étalonnage par la méthode du MTT

10° cellules/ml
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Electrophorése d’ADN sur gel d’agarose

Principe : L'électrophorése en gel d'agarose est la méthode de choix pour la
séparation, la purification et l'identification des fragments d'ADN et d'ARN. Sous
I'influence d’un courant électrique, les acides nucléiques chargés négativement se
déplacent & travers le gel d’agarose vers 1’électrode positive.

Solutions :

e Gel d’agarose (Référence. 13914)
e Tampon TBE (Tris borate EDTA) pH 8,3

Tris. HCI [tris (hydroxymethyl)ammomethane] 90 mmol. L™ : 10 8¢
Acide borique 90 mmol L!:556g

EDTA 2 mmol.L™! : 0,74 g (sel disodique de I’acide éthyléne diamine
tétraacétique). Compléter a 1litre avec 1’eau distillée.

e Tampon TE (Tris EDTA) pH 7,6
Tris. HCI [tris (hydroxyméthyl)aminométhane] 1 mol.L? : 12,1 g
EDTA (sel disodique de I’acide éthyléne diamine tetraacethue)
0,1 mol.L™ : 3,72 g. Compléter & 100 ml avec I’eau distillée.
e . Colorant de charge pH 8
Bleu de bromophénol 3 mmol.L?:0,2 g
Saccharose 1,5 mol. L 5,1g
Tris. HC1 10 mmol.L™ : 0,01 g
Compléter 4 10 ml avec I’eau distillée.
e Solution de coloration pour les gels

Solution stock : Dissoudre 10 mg de bleu de Nile (Sigma, ref H 5632) dans
S mL d’eau distillée.

e Solution de coloration : 1 mL de la solution stock pour 100 mL d’eau
distillée.
e Solution-de coloration pour le test Cométe : 1g Acridine orange dans 100ml
H,O distillée (1%).
¢ Solution de décoloration pour le test Comete :
Ethanol 3700 ml
H,0 1300ml

Protocole expérimental:

L'agarose est mélangée avec le tampon. TBE (0.8 g d'agarose pour 100 mL de
tampon), fondu au four.

Le gel est coulé, en veillant & ce qu’il entoure bien les dents du peigne placé dans la

cuve d’électrophorése. Démouler le gel en enlevant le peigne

Placer le porﬂoir a gel dans la cuve et aligner les puits du coté de la cathode. |

| ,
Remplir la cuve de tampon TBE.
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Verser le tampon dans la cuve a électrophorese, le gel doit étre complétement
recouvert ainsi que les puits.

Placer les solutions d’ADN (conservée dans le tampon TE), préalablement mélangé
avec le colorant de charge, dans chacun des 5 puits :

Puitl : ADN seul; puit 2 : ADN avec aziridine 1 ; puit 3 : ADN avec aziridine 2 ;
puit 4 : ADN avec aziridine 3 ; puit 5 : ADN avec aziridine 4.

Apres la migration 55 min & 100 V, le gel est immergé dans le colorant pen&ant 20

min. Aprés ringage et révélation, les bandes d’ADN sont Photographiés avec un
appareil numérique. :

Pour le test de Cométe : Aprés migration, le gel est couvert de la solution acridine

orange (1%) pendant 15min. Aprés ringage, la solution décolorante est ajoutée pendant
2min.

La lecture se fait au microscope & fluorescence avec analyseur d’images relié & un
ordinateur dont le logiciel « Comete ADCIS » sert & détecter et analyser les Cometes.
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Tableau A1l : Prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS (nombre de
cellules x 10°/puit) en présence et en absence de I’ aziridine 1 chez les témoins et chez les
femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(10° cellules/puit) (10° cellules/puit)
ConA
Basal 5.70 +0.80° 5.03 £0.53F
~ ConA 26.97+2.52° 17.26+0.46"
1uM aziridinel 8.60+0.55° 6.97+0.78°
ConA +1pM aziridinel | 28.40+1.70° 20.77+0.68°
10pM aziridinel 112.60+0.91¢ 8.77+0.57%
ConA +10pM aziridinel | 35.80+2.82¢ 21.43+0.68 "
50uM aziridinel 18.70+0.74° 9.24+0,31°
ConA +50pM aziridinel | 43+2.93° 27.32+1.58%"
500uM aziridinel 25.70+1.40° 1 10.40+0.34%"
ConA +500uM aziridinel | 50+1.84° 29.34+1.35™
ImM aziridinel 28.90+1.62° 12.58+0.84%
ConA +1mM aziridinel | 58.80+2.71° 32.30+1.25"
LPS
Basal 5.700.80¢ 5.03+0,53f
LPS 28+1.83 16.71+0.28"
1M aziridinel 7.90+0.54° 6.97+0.78°
LPS +1pM aziridinel | 30+1.80° 18.71£0.95°"
10puM aziridinel 14+1.12¢ 8.77+0.57"
LPS +10pM aziridinel | 38+2.51° 20.56+0.50%"
50uM aziridinel 20+1.33° 9.24+0.31"
LPS +50puM aziridinel | 46+2.92° 28.110.42%
500pM aziridinel 27+1.40° 10.400,34%"
LPS +500pM aziridinel | 53.90+2.21° 29+0.78"
ImM aziridinel 29.70+1.53° 12.58+0,65"
LPS+1mM aziridinel | 58+2.10° 30.54+1.25%

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réahsees
par le test ANOVA.

»e & et indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes 1ncubat10ns
(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A 2 : Indice de prolifération des ly‘mphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS
en présence et en absence de 1’aziridine 1 chez les témoins et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
ConA
Basal 0.60 +0.13° 0.54+0.15¢
ConA 3.37£0.27° 2150214
1pM aziridinel 0.96+0.33¢ 0.78+0.23°"
ConA +1pM aziridinel | 3.70£0.29° 2.70+0.44°"
10pM aziridinel 1.37+0.28° 0.93+0.30 "
ConA +10uM aziridinel | 4.50+0.42¢ 2.69+0.24°
50uM aziridinel 1.92:£0.38° 0.95+0.34""
ConA +50uM aziridinel | 5.35£0.12° 3.40+0.12"
500uM aziridinel | 2.75+0.31° 111036
ConA +500pM aziridinel | 6.08::0.40° 3.56+£0.5*"
ImM aziridinel 2.84:+0.60° 1.24+0.40%"
ConA +1mM aziridinel | 7.12+0.92° 3.93+0.83%"
LPS
Basal 0.60::0.10° 0.54+0.15¢
LPS 3.67£0.27F 2.19+0.21°
 1pM aziridinel 0.95:0.33° 0.78+0.13°
LPS +1pM aziridinel | 3.95+0.21° 2.46+0.25"
10uM aziridinel 1.49+0.28° 0.93+0.30""
LPS +10pM aziridinel | 4.75+0.40° 2.57+0.25"
50puM aziridinel 1.97+0.36° 0.95::0.34"
LPS +50uM aziridinel | 5.75+0.52° 3.510,12*
500puM aziridinel 2.88+0.32° 1.11+0.36*
LPS +500pM aziridinel | 6.64:0.15° 3.57+0.12%
1mM aziridinel 3.13:0.24° 1.24:£0.40%"
LPS+1mM aziridinel | 7.04+0.15° 3.71£1.25%

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au
rapport de la densité optique des cellules stimulées sur la densité optique des cellules non
stlmulees Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

abodet indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations
(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique d1fference significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A3 : Prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS (nombre de
cellules x 103/pu1t) en présence et en absence de I’aziridine 2 chez les témoins et chez les
femmes cancéreuses.

‘| Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(10° cellules/puit) (10° cellules/puit)
ConA
Basal 5.70 £0.80 5.03 +0.53°
ConA 26.97+2.5° 17.26+0.46™
1uM aziridine2 5+0.65 3.83+0,28"%"
ConA +1pM aziridine 2 | 19.97+1.8° 10.2+0.26°"
10uM aziridine 2 4.80+0.92 3.06£0.25 %
ConA +10uM aziridine 2 | 16.80+1.8° 7.94+0.64°"
50uM aziridine 2 4.70+0.72 2.66+0,53"
ConA +50uM aziridine 2 | 12+1.11¢ 7.29+0.29 "
~ 500pM aziridine2 | 4.5+0.64 1.96+0,54"
ConA +500uM aziridine 2 | 9.5+1.28° 6.03+0.21%
1mM aziridine 2 4.3£0.75 1.6+0.17°
ConA +1mM aziridine2 | 6.5+0.67° 5.84+1.25¢
LPS
Basal 5.7 +0,80 5.03+0.53%
LPS 28+1.8° 16.71+0.28*"
1uM aziridine 2 5.3+1.50 3.83+0.29""
LPS +1uM aziridine 2 | 20+3.38° 9.48+2.44"
10uM aziridine 2 5+1.75 3.06+0.34""
LPS +10uM aziridine 2 | 17+2.35° 7.96+2.65°"
50uM aziridine 2 4.8+1.64 2.66+0.51°
LPS +50uM aziridine 2 | 14+2.29° 7.32+1.33%
500uM aziridine 2 4.5+1.56 1.96+0.54°"
LPS +500uM aziridine 2 | 10.4+2.12° 6.69+0.34%"
1mM aziridine 2 4.5+0.65 1.6+0.17"
LPS+1mM aziridine2 | 6.9+1.37° 6.12+1.25¢

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées
par le test ANOVA.

&b edef indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations

(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A 4 : Indice de prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS
en présence et en absence de 1’aziridine 2 chez les témoins et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
ConA
Basal 0.60 +0.13 0.54+0.15°
ConA 3.37+0.27° 2.15+0.21*"
1pM aziridine 2 0.56+0.13 0.43+0.13"
ConA +1pM aziridine 2 | 2.60+0.22"> 1.28+0.11 %"
10uM aziridine 2 0.49+0.18 0.32+0.09°"
ConA +10pM aziridine 2 | 2.11+0.24° 0.99+0.14°
50uM aziridine 2 0.49+0.18 0.27+0.08%
ConA +50puM aziridine 2 | 1.49+0.12° 0.9+0.12°
500pM aziridine 2 0.46+0.13 0.21+0.04%"
ConA +500pM aziridine 2 | 1.15+0.10° 0.73£0.14 %
1mM aziridine 2 0.48+0.10 0.15£0.04¢
ConA +1mM aziridine 2 | 0.78+0.15 0.7120.06°
LPS
Basal 0.6 0£0.10 0.54+0.15"
LPS 3.67+0.27" 2.19+0.21%"
1uM aziridine 2 0.64+0.23 0.43+0.13°
LPS +1uM aziridine 2 | 2.630.12° 1.24+0.15™
10puM aziridine 2 0.53+0.38 0.32+0.09°"
LPS +10puM aziridine 2 | 2.12+0.25° 0.99+0.15"
50uM aziridine 2 0.47+0.16 0.27+0.08%
LPS +50uM aziridine 2 | 1.75+0.52° 0.9120.09°"
500uM aziridine 2 0.48+0.12 0.21+0.04%*
LPS +500uM aziridine 2 | 1.28+0.25° 0.82+0.07*
1mM aziridine 2 0.47+0.19 0.15+0.02°"
 LPS+1mM aziridine 2 | 0.830.24 0.74+0.11¢

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au
rapport de la densité optique des cellules stimulées sur la densité optique des cellules non
stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

»bod el jndiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations

(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence 81gn1ﬁcat1ve entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P<0.05).
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Tableau A5 : Prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS (nombre de
cellules x 103/puit) en présence et en absence de 1’aziridine 3 chez les témoins et chez les

femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(10° cellules/puit) (10° cellules/puit)
ConA
Basal 5.70 £0.80° 5.03 +0.53°
ConA 26.97+2.52¢ 17.26+1.46°"
1uM aziridine3 10.4+0.15° 6.55+0.58
ConA +1pM aziridine 3 | 3243.54° 19.04+2.68 %
10pM aziridine 3 15.7+2.91¢ 9.52+1.45%
ConA +10uM aziridine 3 | 38.9+4.82¢ 23.4+3.68%
50uM aziridine 3 2043.74° 11.08+2.33""
ConA +50uM aziridine3 | 46.9+3.93° 24.63+2.55°"
500uM aziridine 3 28+2.41° 12.47£1.34%
ConA +500uM aziridine 3 | 55.9+3.82° 27.93+3.35%
1mM aziridine 3 32+3.16° 13.54+2.84
ConA +1mM aziridine3 | 63.5+2.71% 29.65+2.37"
LPS
Basal 5.7+0.80° | 5.03x0.53¢
LPS 28+1.83 | 16.71+0.28"
1uM aziridine 3 9+£0.54° | 6.55+0.58"
LPS +1pM aziridine 3 | 30+2.80° | 18.96+1.95
10puM aziridine 3 17.5+2.12¢ 1 9:5220.57"
LPS +10uM aziridine 3 | 40+3.47° 1 20.3x2.35%
~ 50pM aziridine 3 - | 25.3+2.33° | 11.08+0.33"
LPS +50uM aziridine 3 | 48.9+2.98° 1 26.11x0.54°
500uM aziridine 3 30+1.98° | 12.470.44%
LPS +500uM aziridine 3 | 56.8+2.29° | 28.09+1.78"
1mM aziridine 3 37+2.83" | 13.54+1.65*
LPS+1mM aziridine 3. | 60+3.54° | 33.842.25"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées
par le test ANOVA,

nbod el indiquent les différences mgmﬁcatwes obtenues entre les différentes incubations

(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P<0.05).
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Tableau A 6 : Indice de prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS
en présence et en absence de 1’aziridine 3 chez les témoins et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
ConA
Basal 0.60 £0.13° 0.54+0.15¢
ConA 3.37+0.27 2.15+0.21%
1uM aziridine3 1.17+0.13¢ 0.73£0.16°
ConA +1uM aziridine3 | 4.17+0.29° 248+0.21%
10uM aziridine 3 1.67+0.18° 1.01+0.13%*
ConA +10uM aziridine 3 | 4.89::0.42¢ 3.05+0.25°"
50uM aziridine 3 2.06+0.18" 1.14£0.24
ConA +50puM aziridine 3 | 5.84:0.12° 3.06+0.12°
500uM aziridine 3 3+0,32° 1.13+0.36*"
ConA +500uM aziridine 3 | 6.8+0.10° 3.39+0.15 "
1mM aziridine 3 3.15+0.36° 1.34+0.25%
ConA +1mM aziridine 3 | 7.69+0.4° 3.59:0.63%"
LPS
Basal 0.60+0.10° 0.54+0.15¢
LPS 3.67+0.27° 2.19+0.21%
1uM aziridine 3 1.09+0.23° 0.73+0.16""
LPS +1uM aziridine 3 | 3.95+0.21° 2.49+0.12°
10uM aziridine 3 1.87+0.38° 1.01+0.13"*
LPS +10uM aziridine3 | 5+0.35¢ 2.53+0.24%
50puM aziridine 3 2.5+0.16° 1.14+0.22*"
LPS +50uM aziridine 3 | 6.12+0.42° 3.26+0.76"
500uM aziridine 3 3.20.52° 1.33+0.14*"
LPS +500uM aziridine 3 | 70.45° 3.46+0.24"
1mM aziridine 3 3.9+0.16 1.34+0.25%"
LPS+1mM aziridine 3 - | 7.27+0.33° 4.11+0.16*"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au
rapport de la densité optique des cellules stimulées sur la densité optique des cellules non
stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA. _

abodef indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations

(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les

femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A 7 : Prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS (nombre de
cellules x IOS/puit) en présence et en absence de I’aziridine 4 chez les témoins et chez les
femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(10° cellules/puit) (10° cellules/puit)
ConA
Basal 5.70 +£0.80° 5.03 +0.53f
ConA 26.97+2.5° 17.26+0.46°"
1uM aziridine 4 8+1.65° 5.32+0,33°"
ConA +1pM aziridine 4 |29+1.58° 15.96+1.4°"
10uM aziridine 4 15.7+1.12¢ 7.06:+0.84 %"
ConA +10pM aziridine 4 | 38.9+1.83¢ 18.52+1.32%
50uM aziridine 4 23+3.54° 9.24:+0,45%"
ConA +50uM aziridine 4 | 46.9+3.54° 27.05+1.8°"
500uM aziridine 4 28+1.64° 11.5+1.25"
ConA +500pM aziridine 4 | 55.9+2.28° 30+1.1%
1mM aziridine 4 35+1.75° 12.78+1.02%
ConA +1mM aziridine 4 | 63.5+2.67° 34.42+1.35
LPS
Basal 5.7 £0,80¢ 5.03+0.53°
LPS 28+1.8 16.71+0.28%
1uM aziridine 4 8+1.65° 5.32+0.33"
LPS +1puM aziridine 4 | 30+1.82° 14.83+1.8°"
10pM aziridine 4 15.7+1.12¢ 7.06+0.84%
LPS +10puM aziridine 4 | 40+2.4° 18.05+1.12%
50puM aziridine 4 23+1.54° 9.24:+0.45"
LPS +50uM aziridine 4 | 48.9+1.75° 28.11+1.52°
500uM aziridine 4 28+1.64° 11.5£1.25
LPS +500uM aziridine 4 | 56.8+1.94° 29.34+1.35"
1mM aziridine 4 | 35+1.75° 12.78+1.02°
LPS+1mM aziridine 4 | 63.5+2.67° 31.33+1.25%

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. Les multiples comparaisons sont réalisées
par le test ANOVA.

abodel indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations
(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P< 0.05). -
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Tableau A 8 : Indice de prolifération des lymphocytes stimulés par la ConA ou par la LPS
en présence et en absence de 1’aziridine 4 chez les témoins et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
ConA
Basal 0.4 +0.07° 0.54+0.15°
ConA 3.37+0.27F 2.15+0.21¢"
1uM aziridine 4 0.9+0.14° 0.59+0.13 "
ConA +1uM aziridine 4 | 3.78+0.18° 2.08+0.21°"
10pM aziridine 4 1.67+0.10% 0.75:0.19 %"
ConA +10uM aziridine 4 | 4.89+1.15¢ 2.324+0.25 ¢
50puM aziridine 4 2.37+0.09° 0.84+0.19""
ConA +50uM aziridine 4 | 5.84:0.15° 3.360.12°
500uM aziridine 4 3+0.04° 1.23+0.24*
ConA +500uM aziridine 4 | 6.8:0.78° 3.64+0.14""
1mM aziridine 4 3.45+0.15° 1.25+0.34%"
ConA +1mM aziridine 4 | 7.69+0.25 4.16£0.4
LPS
Basal 0.4+0.07* 0.54+0.15°
LPS 3.67+0.40f 2.19+0.20°"
1pM aziridine 4 0.85+0.05° 0.59+0.09°"
LPS +1yM aziridine 4 | 3.95+0.08° 1.95+0.15%
10pM aziridine 4 1.87+0.10° 0.75+0.14%"
LPS +10pM aziridine 4 | 5+0.15¢ 2.25+0.09°"
50uM aziridine 4 2.5+0.14° 0.84+0.18""
LPS +50pM aziridine 4 | 6.12+0.52° 3.51+0.19""
500pM aziridine 4 3.2+0.63° 1.23+:0.4"
LPS +500uM aziridine 4 | 7::0.27° 3.61x0.87*
1mM aziridine 4 3.940.15° 1.25+0.32*
LPS+1mM aziridine 4 | 8.30.25° 3.8+0.31"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. La prolifération des lymphocytes est déterminée
par comptage cellulaire et par la méthode MTT. L’indice de prolifération correspond au
rapport de la densité optique des cellules stimulées sur la densité optique des cellules non
stimulées. Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.

»bod el indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes incubations

(P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les
femmes cancéreuses (* P< 0.05). :
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Tableau A 9 : Teneurs en protéines totales des lymphocytes stimulés par la ConA et parla
LPS en présence et en absence de 1’aziridine 1 chez les témoins et chez les femmes
cancereuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(ng/ puit) (pg/ puit)
ConA
Basal 35 +3.6' 28.26 +1.53¢
ConA 280+28.7¢ 169.26+2.665
1uM aziridinel 53.80::3.85° 37.15+2.54°"
ConA +1uM aziridinel | 293.84+29.05° 202.68+24.25°"
10uM aziridinel 78.36+2.87° 47.27+3.02%
ConA +10pM aziridinel | 353.67+31.25¢ 212.25+30.65 ¢
50uM aziridinel 117.8243.54° 50.91:4.25°%"
ConA +50uM aziridinel | 423.94+32.10° 264.97+36.25°
500uM aziridinel 157.80::4.28" 59.43+3.42"
ConA +500uM aziridinel | 520.09+24.51° 277.72+28.97"
1mM aziridinel 1178.15+4.10° 71.67+3.41%"
ConA +1mM aziridinel | 612.45+34.65° 310.84+32.65% -
LPS
Basal 35 +3.6f 28.26 +1.53¢
LPS 286+27.80° 165+2.68”
1uM aziridinel 47.50+2.54° 37.1542.54°
LPS +1pM aziridinel | 304.42+28.80° 182.74+3.95%
10uM aziridinel 86.25+4.12° 47.27+3.02%
LPS +10uM aziridinel | 385.14+22.71¢ 201.06£10.50°
50uM aziridinel 124.80+3.33° 50.91+4.25°
LPS +50uM aziridinel | 456.85+34.58° 274.56+13.42""
500uM aziridinel 166+3.54° 59.43:+3 42
LPS +500uM aziridinel | 547.55+27.21° 266+20.78"
1mM aziridine1 180.36+4.53° 68.47+3.49""
LPS+1mM aziridinel | 584.42:37.36° 300.56+31.25"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses. Les multiples comparaisons sont réalisées par
le test ANOVA. ® ™ % = T indiquent les différences significatives obtenues entre les
différentes incubations ( P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative
entre les témoins et les femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A 10 : Teneurs en protéines totales des lymphocytes stimulés par la ConA et par la
LPS en présence et en absence de l’aziridine 2 chez les témoins et - chez les femmes
cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(ng/ puit) (ug/ puit)
ConA
Basal' 35 £3.60° 2826 +1.53°
ConA 280+28.7° 169.26+2.66"
1uM aziridine2 30+ 3.62° 24.65+1,28"
ConA +1pM aziridine 2 | 200.32+18.51° 98.02+0.26 %
10uM aziridine 2 27.45+1.72° 19.92+1.25
ConA +10puM aziridine 2 | 169.41+2.84° 75.86+2.64°
50uM aziridine 2 25.97+1.52° 16.561,32°"
ConA +50uM aziridine 2 | 123.82+3.11¢ 69.48+2.29%
500uM aziridine 2 23.40+3.25° 13.63+1,54 ¢
ConA +500uM aziridine 2 | 96.62+3.58° 55.13+2.42%
1mM aziridine 2 21.63£2.75° 10.13£1.17°"
ConA +1mM aziridine2 | 64.48+3.67° 5426225
LPS
Basal 35+3.6° 28.26 i1.§3 a
LPS 286+27.80° 165+2.68"
1uM aziridine 2 31.54+1.40° 20.51+1.29*"
LPS +1uM aziridine 2 | 200.28+3.36" 92.68+3.44"
10uM aziridine 2 = | 30+1.25° 15.19+1.24%"
LPS +10uM aziridine 2 | 170.54+3.35° 78.47+3.65"
50puM aziridine 2 25.97+1.52° 13.94+1.51""
LPS +50uM aziridine 2 | 139+3.90d 71.14+2.53%
500uM aziridine 2 23.40+3.25° 10.06+1.65"
LPS +500uM aziridine 2 | 102.22+3.12° 64.76+2.34"
1mM aziridine 2 23.40+2.65° 8.45+0.96°"
LPS+1mM aziridine2 | 66.47+3.7° 60.25+2.35%"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes = ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses.. Les multiples comparaisons sont réalisées par
le test ANOVA. ® > ®% & f indiquent les différences significatives obtenues entre les
différentes incubations ( P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence 51gn1ﬁcat1ve
entre les témoins et les femmes cancéreuses (* P< 0.05)..
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Tableau A 11: Teneurs en protéines totales des lymphocytes stimulés par la ConA et par la
LPS en présence et en absence de 1’aziridine 3 chez les témoins et chez les femmes
cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(ng/ puit) (ng/ puit)
ConA
Basal 35+3.6° 28.26 +1.53f
ConA 280+28.7° 169.26+2.66"
1puM aziridine3 61.85+3.15° 35.79+1.58°"
ConA +1pM aziridine 3 | 331.24+10.54° 184.71+3.68%
10pM aziridine 3 94.40+3.91¢ 51.48+1.65%
ConA +10pM aziridine 3 | 400.85+3.82¢ 227.47+3.81%
50uM aziridine 3 120.80+3.41° 60.25+1.33
ConA +50puM aziridine3 | 483.91+2.93° 240.53+3.45°
500uM aziridine 3 170.87+3.41° 67.58+2.40"%"
ConA +500uM aziridine 3 | 584.34+3.82° 1 274.89+2.35%
1mM aziridine 3 196.49+2.16* 74.07+3.84%
ConA +1mM aziridine3 | 652.25+3.41° 289.76+ 3.47%
LPS
Basal 35 +3.6° 28.26 +1.53F
LPS 286+27.80° 165+2.68"
1uM aziridine 3 53.26+1.44° 35.79+1.58°"
LPS +1pM aziridine 3 | 301.45+3.80° 183.26+2.54°"
10uM aziridine 3 102.45+3.52¢ 51.48+1.654 %
LPS +10puM aziridine 3 | 410+2.47¢ 197.43+3.35%
50uM aziridine 3 153.35+3.33° 60.25+1.33°%
LPS +50uM aziridine 3 | 485.47+4.98° 246.73+2.54°
500puM aziridine 3 180.21+2.98° 67.58+2.40° *
LPS +500uM aziridine 3 | 575.17+3.49° 277.34+2.38""
1mM aziridine 3 224.14 +3.53° 74.07+3.84° *
LPS+1mM aziridine 3 | 610.35+2.64° 331.14+3.50

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses.. Les multiples comparaisons sont réalisées par
le test ANOVA, > > %% T indiquent les différences significatives obtenues entre les
différentes incubations (P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative
entre les témoins et les femmes cancéreuses (* P<0.05).
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Tableau A12 : Teneurs en protéines totales des lymphocytes stimulés par la ConA et par Ia
LPS en présence et en absence de I’aziridine 4 chez les témoins et chez les femmes
cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
(ug/ puit) (ug/ puit)
ConA
Basal 38 £4.90" 2826 +1.53°
ConA 320£38.50° 169.26+2.66™
1uM aziridine 4 72.16+2.54° 29.88+1,33
ConA +1pM aziridine 4 | 434.92+3.87°¢ 200.21+2.4°"
104M aziridine 4 142.24+3.54° 40.66+2.40“
ConA +10pM aziridine 4 | 444.54+3.64° 214.35+2.24%
50uM aziridine 4 230.21+3.14° 52.69+2,45%"
ConA +50pM aziridine 4 | 551.47:£4.54° 247.26+3.8%
500uM aziridine 4 257.58+4.25° 64.61+3.25%"
ConA +500uM aziridine 4 | 660.25+3.28° 280.19+2.36""
ImM aziridine 4 | 355.45+2.85 71.80+3.25*"
ConA +1mM aziridine 4 | 750.42+3.36 335.39+£2.40
LPS
Basal 38 +4.90° 28.26 +1.53°
LPS 328+1.8% 165+2.687
1M aziridine 4 72.16+2.54° 29.88+1,33
LPS +1yM aziridine 4 | 448.05+3.82° 175.43+1.38°
10pM aziridine 4 142.24+3.54° 40,66+2.40 %
LPS +10uM aziridine 4 | 458.57+3.04° 196.23+2.20%"
50 M aziridine 4 230.2143,14° 52.69+2,45° *
LPS +50uM aziridine 4 | 560.48+2.75° 260.56+2.12°"
500uM aziridine 4 | 257.58+4.25" 64.61+£3.25"
LPS +500uM aziridine 4 | 653.08+3.94° 284.47+2.35™
1mM aziridine 4 355.45+2.85° 71.80+3.25° *
LPS+1mM aziridine 4 | 797.08+3.70° 310.33+2.54*"

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des incubations réalisées en triples
chez 10 témoins et 10 patientes cancéreuses.. Les multiples comparaisons sont réalisées par
le test ANOVA. * > %% &% indiquent les différences significatives obtenues entre les
différentes incubations (P< 0,05) dans le méme groupe. * indique différence significative
entre les témoins et les femmes cancéreuses (* P< 0.05).
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Tableau A13 : Production d’interleukines 2 (IL-2) par les lymphocytes T et d’interleukines 6
(IL-6) par les lymphocytes B activés et incubés en présence de I’aziridine 1, chez les témoins
et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
IL-2 (pg/ml)
Basal 860.55 + 46.18° 612.34+ 65.87° .
ConA 67242+ 332.10¢ 4329.28+ 249.89*‘*
ConA +50uM aziridine 1 7956+ 298° 5052.83+ 344.7°"
Con A+ 500uM aziridine 1 | 8120.24+ 279.32° 6240.15+ 244.62*:
ConA + 1mM aziridine 1 8566.42+ 323.71° 7007.58+ 260.02°
IL-6 (pg/ml)
Basal 1144.30 + 60¢ 140.58+47°
LPS 9767.12+ 303° 5728.87+ 254.§‘i
LPS +50uM aziridinel 0887.62+ 414° 6040.20: 400°"
LPS+ 500uM aziridine 1 9979.33+ 398° 7369.21+ 358‘:
LPS + 1mM aziridine 1 10111.2+ 876.22° 8324.08+ 475°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes +ET des valeurs obtenues aprés les
différentes incubations chez 10 femmes témoins et 10 femmes cancéreuses. *, b, ¢ de indiquent
les différences significatives obtenues entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme
groupe. * indique différence significative entre les témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les

multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Tableau A1l4 : Production d’interleukines2 (IL-2) par les lymphocytes T d’interleukines 6

(IL-6) par les lymphocytes B activés et incubés en présence de 1’aziridine 2, chez les témoins
et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins

Femmes Cancéreuses

IL-2 (pg/ml) |

Basal 8160 55 + 46.18° 61234+ 65.87"
ConA 67242+ 332 10® 432928+ 249 89"
ConA +50uM aziridine 2 970+ 59° 584.27+ 69.58°
Con A+ 500uM aziridine 2 975+ 62° 620.89+ 78°
ConA + 1mM aziridine 2 986,32+ 49.22° 882.17+ 98.65°
IL-6 (pg/ml)

Basal 1144.30 + 60° 14058+ 47°
LPS 9767.12+ 303 5728.87+ 254.6"
LPS +50uM aziridine 2 211.7+ 96.8° 112.68+ 67°
LPS+ 500uM aziridine 2 230.1+ 89° 1149.95+ 58°

LPS + 1mM aziridine 2 297+ 68.77° 266.42+ 98°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes +ET des valeurs obtenues apres les
différentes incubations chez 10 femmes témoins et 10 femmes cancéreuses. °, °, © ¢,

indiquent les différences significatives obtenues entre les différentes mcubatmns (p< 0. 05)
dans le méme groupe. * indique différence significative entre les témoins et les cancéreuses

(p<0.05). Les multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Tableau A15 : Production d’interleukines 2 (IL-2) par les lymphocytes T et d’interleukines 6
(IL-6) par les lymphocytes B activés et incubés en présence de 1’aziridine 3, chez les témoins
et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins

Femmes Cancéreuses

IL-2 (pg/ml)

Basal 1860.55 + 46.18° 612.34 6587
ConA 672420+ 332.10° 4329.28+249.89”
ConA +50uM aziridine 3 9178.632+ 254.53° 5020.29+ 278.55"
Con A+ 500uM aziridine3  |9346.18+ 349.66" 6669.23+ 357.21°
ConA + 1mM aziridine 3 9487.612+ 349.55° 7830.42+ 300,25
IL-6 (pg/ml)

Basal 144.30 = 60° 140.58+47¢
LPS | 9767.12+ 303° 572887+ 254.6”
LPS+50uM aziridine 3 9986.31+ 308.46° 6023.55% 300.6”
LPS+ 500uM aziridine3 10214.58+ 949.16° 709226+ 978.14°
LPS + 1mM aziridine 3 10457.38+ 898.83° 7789 45+ 876.54°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes +ET des valeurs obtenues aprés les
différentes mcubatlons chez 10 femmes témoins et 10 femmes cancéreuses. 2,°, ©, ¢, °, mdlquent
les d1fférences significatives obtenues entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme
groupe. * 1nd1que différence significative entre les témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les

multiples comparmsons sont réalisées par le test ANOVA.
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Tableau A16: Production d’interleukines 2 (IL-2) par les lymphocytés T et d’interleukines 6
(IL-6) par les lymphocytes B activés et incubés en présence de 1’aziridine 4, chez les témoins
et chez les femmes cancéreuses.

Femmes Témoins

Femmes Cancéreuses

IL-2 (pg/ml)
Basal 848.98 + 66.18° 612.34+ 65.87" )
ConA 5875.92+ 252.67° 4329.28+ 249. 89“*
ConA +50pM aziridine 4 7286.32+ 354.83° 520245+ 321.257
Con A+ 500pM aziridine 4 | 8146.18+ 249.66° 5987.06+ 278.77"
ConA + 1mM aziridine 4 9016.12+ 259.51% 6887.16+ 250.65°

| IL~6 (pg/ml)
Basal 165.30 = 44.89° 140.58+ 47% )
LPS 7717.12+ 315.53¢ 5728.87+ 254.6°"
LPS +50uM aziridine 4 8346.31+ 308.45° 6004.57 300.54°"
LPSA+ 500pM aziridine4 | 11214,58+ 749,64° 7398.87+ 705.44‘:
LPS + ImM aziridine 4 12857 45+ 695,37 8299.55+ 624.36°

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes +ET des valeurs obtenues aprés les
différentes incubations chez 10 femmes témoins et 10 femmes cancéreuses. %, °,%, ©, indiquent
les différences significatives obtenues entre les différentes incubations (p< 0.05) dans le méme
groupe. * indique différence significative entre les témoins et les cancéreuses (p< 0.05). Les

multiples comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
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Tableau A17: Composition en acides gras des phospholipides membranaires des

lymphocytes T en présence de 1’aziridine 3, & ImM (en % pondéraux des AG totaux).

Femmes Témoins Femmes Cancéreuses
Sans ConA | ConA Aziridine 3 | Aziridine3+ |Sans ConA |ConA Aziridine3 Aziridine3+
ConA ConA
16 :0 31.65+0.88 [30.15+0.24° [30.85+2.52 [29.63+1.35 [30.65+0.50 [29.67+0.98° [30.94+1.52 |29.85+0.98
16 :1 6.11+0.62  |6.23+0.80 |7.15%0.73 |7.58+0.89 |6.04+0.51  |6.55+0.70 6.87:E:0;54 6.62+0.15
18:0 20.08+0.98 |18.73x1.07 [19.58+1.17 |1834%1.50 |19.98+0.98 |17.72+0.94 18.68¢1.40 17£1.15
18:1 13.89+1.06 [19.98+1.14° |13.45£2.58 |18.79£124 [13.33%1.07 [19.52+1.20° |14.04x0.68 [17.24+1.18
18 :2n-6 9.66::0.87 11709:i:1.32 8.97+083 10,724+0.90 9.87:H).52 10.38+0.71 |9.13+0.54 9.66+0.33
20 :4n-6  [13.85£1.06 |[10.02+0.62° |13.03+1.25 |11.52+1.10 |13.04x1.63 [10.37£0.88° [12.25+1.25 [10.88+1.10
20 :5n-3 1.99+0.25 1.54+0.15 1.9+0.13 1.7240.11 1.92+1.02 1.4240.98° | 1.93+0.68 1.82+0.68
22:6n-3 |2.67+0.12 [1.92+0.11° |2.82+0.15 1.15£0.30  [2.48+0.12 [1.06+0.11° [2.98+0.15 |[1.2+0.31
AGS 51.73+1.14 |48.88+1.64 |[50.43%1.99 |[47.97+1.72 [50.63£2.02 [47.39+2.23 49.62:t2.66 46.85+3.12
AGMI 20&1.24 26.21+1.35 [20.6+1.50. |26.37+1.02 10376170 | 26.072101 20012102 |23 865102
AGPI 28.17+1.21 [24.57£1.98° [26.72+2.82 [25.112.55 [27.313224 [23.23%3.10° [26.29£2.98 |23.56+1.65
P/S 0.54+0.02 [0.50+0.02° [0.53£0.03 [0.52+0.04 [0.53+0.01  [0.49£0.02" [0.53x0.01 [0.500.02

Les résultats sont exprimés sous forme de moyennes + ET des valeurs obtenues aprés les

- différentes incubations chez 10 femmes témoins et 10 femmes cancéreuses. Les multiples

comparaisons sont réalisées par le test ANOVA.
- ConA ou aziridine comparé a sans ConA : * P<0,05.
- Aziridine + Con A comparé a Con A : § P <0,05.
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Tableau A18: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (injection
d'aziridine 1) durant les 14 jours d’observation.

Poids corporels

Aziridine 1 Jo J7 J14
Témoins 200.08 + 8.38° 260+ 10.52° 320 £ 9.55°
Dose 1 203.2+ 14.84° 2589 +8.41° 299.4 +10.88°
6.5 mg/kg -
Dose 2 209.12+9.41°% 210.5 * 8.40%* 207+ 1.45%**
26 mg/kg i
Dose 3 201+ 12.29% 154.24 +£9.24%*° 136.7+1.45%*°¢
65 mg/kg
Dose 4 200.57 +2.16® 126 +5.63%*° Rats morts
97.5 mg/kg

Dose 5 203 +£7.20 Rats morts Rats morts

130 mg/kg

Jo: poids initial ; J;: poids aprés une semaine ; Ji4: poids aprés 2 semaines.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, apres analyse

de variance.

* P<0.05 ; ** P <0.01.
Dans chaque lot, 1a classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuée par le

test rang multiple de Duncan, aprés analyse de variance. Les moyennes portant des lettres

différentes (a, b, ¢) sont significativement différentes (P<0.05).
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Tableau A19: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (lnjectlon
d'aziridine 2) durant les 14 jours d’observation.

Poids corporels

Aziridine 2 Jo T, Jia
Témoins 200.08 + 8.38° I260:!: 10.52° 320 + 9.55°
|

Dose 1 204+ 9.43° 256.45 +£10.40° 306 +£10.62°
6.85 mg/kg
Dose 2 197.2+ 8.50* 196.7+7.42"° 188+ 10.56**
27.4 mg/kg
Dose 3 200+ 13.40°* 158+ 14.63 ° 147.5+6.80°"
68.5 mg/kg
Dose 4 210+ 7.44° 145+ 8.56" ° Rats morts
102.75 mg/kg

Dose 5 202.35+£11.55 |Rats morts Rats morts

137 mg/kg

Jo: poids initial ; J;: poids aprés une semaine ; Ji4: poids aprés 2 semaines.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est reahsee par le test "t" de student, aprés analyse

de variance.

*P<0.05 ; ** P <0.01.
Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonctlon du temps, est effectuée par le

test rang multiple de Duncan, apres analyse de variance. Les moyennes portant des lettres

différentes (a, b, ¢) sont significativement différentes (P<0.05).
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Tableau A20: Evolution du poids corporel des rats témoins et expenmentaux (1nject10n
d'aziridine 3) durant les 14 jours d’observation.

Poids corporels

Aziridine 3 Jo J7 J14
Témoins 200.08 + 8.38° 260+ 10.52° 320 + 9.55°
Dose 1 196.14 + 13.4° 246.40 + 8.44° 314.54 £12.47°
8.75 mg/kg
Dose 2 210 £9.76° 207+ 15.92% 245+ 10.64*
35 mg/kg
Dose 3 209.58 +8.66* 198.40+7.34 ° 200+ 10.337°
87.5 mg/kg ’
Dose 4 207.68+10.42% |163.8+6.50 ° 129.74 +7.68" ©
131.25 mg/kg

Dose 5 200.36 +6.54 Rats morts Rats morts

175 mg/kg

Jo¢ poids initial ; J7: poids aprés une semaine ; Ji4: poids aprés 2 semaines.
Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expenmentaux au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, apres analyse

de variance.

* P<0.05 ; ** P <0.01.
Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuée par le

test rang multiple de Duncan, aprés analyse de variance. Les moyennes portant des lettres

différentes (a, b, c) sont significativement différentes (P<0.05).
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Tableau A21: Evolution du poids corporel des rats témoins et expérimentaux (injection

d'aziridine 4) durant les 14 jours d’observation

Poids corporels |

Jo I Ji4
Témoins 200.08 + 8.38° 260+ 10.52° 320 +9.55°
Dose 1 203.20 £6.34° 265 +7.46° 318+7.22°
9.35 mg/kg
Dose 2 205.36 +8.45° [208£9.75% 220+ 8.45%
37.4 mg/kg
Dose 3 200+11.53° 200.36+8.31 " 207.54 +8.13
93.5 mg/kg
Dose 4 201.5+9.78" 145.6+ 7.46 131.4+824"°
140.25 mg/kg |
Dose 5 200.25+ 6.67 Rats morts Rats morts
187 mg/kg '

Jo: poids initial ; J7: poids aprés une semaine ; Ji4: poids aprés 2 semaines.

Chaque valeur représente la moyenne =ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse

de variance.

* P<0.05 ; ** P <0.01.

Dans chaque lot, la classification des moyennes, en fonction du temps, est effectuée par le
test rang multiple de Duncan, apres analyse de variance. Les moyennes portant des lettres

différentes (a, b, c) sont significativement différentes (P<0.05).
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Tableau A22: Evolution de la croissance relative (%) des rats témoins et expérimentaux
(injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation.

Aziridine 2

Croissance relative{Aziridine 1 Aziridine 3 Aziridine 4
iournaliére (%)
Semaine 1 ‘
Témoins 30+1.21 30+1.21 30+1.21 30+1.21
Dose 1 27.50+1.50 25.71+2.42 25.62+2.49 30.41+1.65
Dose 2 0.66=£0.07%* - 0.25+0.03%* -1.42+ 0.05%* 1.28+0.14%*
Dose3 23,261, 12%%% 12141, 02%** ~5.33+0.32%*%*  10.18+0.02%*
Dose 4 - 37.18£1.08***  1.30.9+1.10%**  L21.1240.94%%% L 27 T4+] 42%**
Semaine 2
Témoins 23+ 0.96 23+0.96 23+ 0.96 23+0.96
Dose 1 15.64+1.30** 27.65+1.24 27.65+1.13 20 +1.30
Dose 2 - 1,40+ 0.98%%* 14 42+ 0.76%** [ 18.35+1.01%* 5.76 £1.16**
Dose3 - 11.37£1.05%** L 6,64+ 0.80*** | 0.8+ 0.04*** 3.58+1.02%**
Dose 4 [Rats morts Rats morts 1~ 20.79+ 1,12%%* | 9, 7541 40%**

Croissance relative =

Poids final- Poids initial

x100

Poids initial

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l‘azmdme 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l‘azmdlne 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour I'aziridine 4.
Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats

témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de studcnt apres analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01, ***P<0.001
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Tableau A23: Consommation alimentaire (g/j/rat) des rats témoins et expérimentaux
(injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation.

ofi/rat Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4
Semaine 1
Témoins | 1842 18+2 1842 1842
Dose 1 16.66£1.75 15.53£2.10 17.50+1.75 18+1.63
Dose 2 1242.06* 11.63+1.14*  [18.1121.08 17.04+1.05
Dose3 10+1.35% 9.15£0.98**  [12.45+¢1.01% 13.76+1.14*
Dose 4 61.14%+ 7.11£0.67%* 10.33£1.03%* | 8.24=1.01%*
Semaine 2
Témoins  [25.30+ 1.67 D5.30+1.67 25.30+1.67 25.30+1.67
Dose 1 23+2.14 D3.64+1.11 D4+1.08 04,62 +1.52
Dose 2 17.42+ 158% - [18+ 1.34% 01.48+1.56 02+1.36
Dose3 8+1.06%* 94 1.05%+ 1837+ 1.11*  19.04=1.22%
Dose4  [Ratsmorts Rats morts 1014 098%*  10.66:0.95**

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour laziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mgkg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4. ‘
Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A 24: Ingestion d'eau (ml/j/rat) des rats témoins et expérimentaux (injection
d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation. - :

Aziridine 3

‘ ml/j/rat Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 4
Semaine 1
Témoins  |34+2.45 341245 342,45 B4x2.45
Dose 1 30+1.13 29.56+1.60 31.50+1.50 33.89+1.60
Dose 2 25+1.67* 23.26+£1.27* 29.74+1.17 30.23+1.12
Dose3 20+1.38* 18+ 1.09%* 04.07+1.21% 26.52+1.24*
Dose 4 13.50+1.11%** 14.0241.01%%  p1x133* 15.54+1.10%*
Semaine 2
Témoins 475+ 1.76 A47.5+ 1.76 47.5+ 1.76 47.5+ 1.76
Dose 1 40+1.50 40.56+1.85 41.60+1.28 42.80 +1.40
Dose 2 28.73+ 1.15%* 29.54+ 1.24* 35.74+1.50 34.28+1.02
Dose3 18.54+£1.07** 20+ 1.35%* 32.42+ 1.16* 30.06+1.22*
Dose 4 fRats morts [Rats morts - 20+ 1.08** J17.32+£1.01%*

Dosel: 6.5 mg/kg pour laziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A25: Quantité de feces excrétés (g/j/rat) par les rats témoins et expérimentaux

|

(injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation.

g/j/rz_lt Aziridine 1 Aziridine 2 [ Aziridine 3 Aziridine 4
|
Semaine 1 |

Témoins  |3.60.88 3.6+0.88 3.6+0,88 3,6+0.88
Dosel  |3.28:0.76 3.10+0.60 3.5:0.56 3.640.63
Dose2  |2.48:0.52% 2.308047%  [3.62+0.38 540,52
Dose3 2.0220.50* 1.83£0.53%*  [.49:0.41* D.75+0.87*
Dose 4 1.230.42%* 1.42460.61**  |.06£0.85* 1.64£0.75%*

Semaine 2 :

Témoins  |5.06+0.75 15.06+0.75 5,062 0.75 5.06+ 0.75
Dosel  [4.85:0.63 722052 4.8+0.80 4.92 +0.64
Dose 2 3486044 B.620.44% 4.29:0.50 4.4:0.50
Dose3 1.62£0.38%*  [1.8£0,50% 3,67+ 0.66* 3.840,34*
Dose 4 hRats morts IRats morts 2.02+ 0.58** 1.93+0.31**

Dosel: 6.5 mgkg pour laziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mgkg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.
Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse

de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A26: Volume d'urine (ml/J/rat) ¢liminé par les rats témoins et experlmentaux

(injection d'aziridine) durant les 14 jours d'expérimentation.

ml/j/rat Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4

Semaine 1

Témoins 15.61+1.06 15.61+1.06 15.61+1.06 15.61+1.06
Dose 1 14.73+0.95 14.38+0.60 14.69+0.56 15.9+0.62
Dose 2 11.64+0.73* 10.8+0.37* 10.02+0.28* 12 £0.72%
Dose3 9.33+0.42* 8.48+ 0.23%* 10.9+0.51* 10.02+0.37*
Dose 4 6.442+0.45%* 7.02+0.50%* 7.82+0.35% 7.73+0.50**

Semaine 2

Témoins 19.67+ 1.11 19.67+1.11 19.67+1.1 19.67+ 1.11
Dose 1 18+1.07 18.36+1.05 18.87+1.08 18.05 +0.34
Dose 2 12+ 0.93* 9.8+ 0.24* 13.76+0.69% 12.37+0.50*
Dose3 6.79+0,42%* 7.85% 0.50%* 11.87+ 0.60* 11.45+0.24*
Dose 4 [Rats morts [Rats morts 6.78+ 0,52%* 6.34+0.31%%*

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4. Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4. Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A27: Valeurs moyennes des globules blancs, globul&s rouges et d’hémoglobine
chez les rats témoins et expérimentaux.

Aziridine 1 | Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4
|
Globules blancs/ |
10° mm’ | .
Témoins 3.45+0.03 3.45%0.03 3.45+0.03 3.45+0.03
Dose 1 3.54 £ 0.07 3.33+0.09 3.99+1.05 4.05+1.57
Dose 2 4.05+0.80% 3.28 + 0.04* 4.49 + 0.90* 466 £1.27*
Dose 3 6.67 £ 0.07** ?,.24 + 0.06%** 7.10 £ 1.02%* 6.13 £ 0.80**
Dose 4 / v 8.19 £ (.57** 6.68+ 0.64**
\
Globules !
rouges/ 10°mm? J
| .
Témoins 6.26x 0.06 5.26i 0.06 6.26% 0.06 6.26x 0.06
Dose 1 6.11 +0.07 6.22+0.05 6+0.08 . 6.13 + 0.09
Dose 2 574 + 0.83* 6.01£0.01%* 5.66 £ 0.05* 5.57 £ 0.06*
‘Dose 3 4.49 £ 0.03%* 5.74 £ 0.06%* 5.29 £ 0.06%* 5.09+& 0.04%**
Dose 4 / o 4,07 £0.03%* 4,43+ 0.02%*
Hémoglobine
mg/dl
Témoins 12.03+0. 1 12.03+0.1 12.03+£0.1 12.03 £ 0.1
Dose 1 11.81+0.6 11.58+05 11.85+£0.7 11.87+0.5
Dose 2 9.86+ 0.3* 110.05+0.13* 10.56 £ 0.17* 10.06 £ 0.11*
Dose 3 7.67 £ 0.24** 8.09 = 0.4** 9.32 £ 0.07** 8.91 £ 0,12%*
Dose 4 / / 7.88£0.03%* . | 7.34+0.24**

Dosel: 6.5 mg/kg pour laziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4 Dose 4: 97.5mg/kg pour laziridine 1, 102.75 mg/kg pour l‘azmdme 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'azmdme 4,

Chaque valeur représente la moyenne £ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A 28: Valeurs moyennes des lipides sériques (cholestérol total CT, triglycérides TG
et phospholipides PL) chez les rats témoins et expérimentaux. .

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4
CT (mmoi/l[
Témoins 2.1+0.10 2.1+0.10 2.1+0.10 2.1+0.10
Dose 1 2.27+0.17 2.25+0.49 23+0.15 2.28 +0.67
Dose 2 1.65 £ 0.12% 1.52 £ 0.54% 1.71 £0.50* - 1.5+0.27%
Dose 3 1.3+ 0.05%* 1.27 £ 0.04%* 1.4 £ 0,02%* 1.35% 0.05%*
Dose 4 / / 1.12 £ 0.07%* 14 0.04%*
TG (mmol/)
Témoins 0.9+0.16 09+ 0.16 0.9+0.16 0.9+0.16
Dose 1 1+0.27 1.09 +0.25 1.07+ 024 1.12+0.24
Dose 2 0.64 = 0.03* 0.58 +0.01* 0.62 £ 0.05* 0.57 + 0.06*
Dose 3 0.4 + 0.03%* 0.42 = 0.06** 0.44 + 0,01 ** 0.4+ 0.04**
Dose 4 / / 0.384 0.03%* 0.35+ 0.02%*
PL (mmol/l)
Témoins 1.25+0.11 1.25+0.11 1.25+0.11 1.25+0.11
Dose 1 1.18 +0.40 1.22+0.35 1.2+ 0.67 1.14+0.05
Dose 2 0.98 +£0.13* 0.9+ 0.23* 0.93+ 0.70* 0.87+ 0.51%*
Dose 3 0.67 £ 0.04** 0.6 £ 0.14** 0.7+ 0.51%* 0.69 % 0.52%*
Dose 4 / / 0.58 & 0.70** 0.5+ 0.24%*

Dosel: 6.5 mg/kg pour laziridine 1, 6.85 mg/kg pour laziridine 2, 8.75 mgkg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4; Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.
Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse

de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A 29: Valeurs moyennes des teneurs sériques en protéines totales eten glucose chez
les rats témoins et expérimentaux.

| Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4

Protéines totales

e/

Témoins 50.14+0.18 50.14+£0.18 50.14+0.18 50.14 +£0.18
Dose 1 50+ 0.24 50.08 +£0.24 50.47+£0.25 50.86% 0.67
Dose 2 45 +£0.26* 46 +0.15% 4703+ 022% 46.65+0.17*
Dose 3 40.58+ 0.05%* 42.66 £0.01*%* 4032 £0.12%% | 40 = 0.32%*
Dose 4 / / 37.65+0.17%* 38.244 0.24*%
Glucose (mmol/l)

Témoins 54+ 0.01 5+ 0.01 5+ 0.01 5+ 0.01.
Dose 1 4.8+ 0.50 4.65+0.35 4,98+ 0.23 4,72+ 0.14
Dose 2 4.02 + 0.04* 3.73+0.11%* 4.07+£0.15%* 4.16 = 0.46*
Dose 3 3.8+ 0, 14%* 3.45 £ 0.06%* 3.890 £ 0.31%* 42 (0.34%%*
Dose 4 / / 3.4+ (0,03%* 3.34 0.02%*

Dosel: 6.5 mgkg pour laziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mgkg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour I'aziridine 2, 35 mg/kg pour I'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4; Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.
Chaque valeur représente la moyenne £ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, apres analyse

de la variance. * P<0. 05 *%* P<0.01,
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urique chez les rats témoins et expérimentaux.

Tableau A 30: Valeurs moyennes des teneurs sériques en créatinine, en urée et en acide

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4

Créatinine

(mmol/l)

Témoins 7.66+0.12 7.66+0.12 7.66 +0.12 7.66+0.12
Dose 1 8.04+050 7.93+0.19 8.01+0.15 778 +£0.54
Dose 2 9.17 £ 0.13* 19.32£0.24* 9.47 £ 0.55* 9.45+ 0.87*
Dose 3 10.02 £ 0.05** | 10.58 £ 0.05** 10.66 + 0.04** 10 £ 0.50%*
Dose 4 / / 10.70 £ 0.37** 11.03+ 1.10%*
Urée (mmol/l)

Témoins 5.8+ 0.06 5.8+ 0.06 5.8+ 0.06 5.8+ 0.06
Dose 1 6.1+£0.17 6.02+0.11 6.15+ 0.04 5.96+ 0.40
Dose 2 8.17+ 0.08* 7.87 + 0.40% 7.05 + 0.28* 7.74 + 0.26*
Dose 3 0.12 + 0.23%* 9.9 + 0,36** 0.34 £ 0.51%* 9.02+ 0.34%**
Dose 4 / / 10.12 + 0.30%** 10.04+ 0.18**
Acide urigue

(mmoVl/)

Témoins 5.06+0.16 506+0.16 5.06+0.16 5.06+0.16
Dose 1 4.9 +0.21 488+0.13 5+0.27 494 +0.45
Dose 2 6.54 + 0.53* 7+ 0.19%* 7.11+ 0.53% 6.31+0.36%
Dose 3 6.6 £ 0.24%* 7.35+£0.14%* 7.27 £ 0.66** 7.62 4+ 0.62%*
Dose 4 / / 8.11+0.72%* 8.76 + 0.24**

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4 Dose 4: 97.5mg/kg pour l'azmdme 1, 102,75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour 1‘az1r1d1ne 4,

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats

- témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
~de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.
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Tableau A 31: Valeurs moyennes des teneurs urinaires en créatinine, en urée et en acide

urique chez les rats témoins et expérimentaux. -

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4

Créatinine

(mg/l)

Témoins 5+0.42 5+0.42 5+£042 5+£042
Dose 1 4.67 +0.30 5.08+0.19 4.48+0.15 5.02+ 0.54
Dose 2 3.5+0.13% 4+ 0.22% 3.74 + 0.50% 4,10+ 0.87*
Dose 3 3.02 &£ 0.05%* 3.5+ 0.05%* 3.39 £ 0.24%* 3.84+ 0.50%*
Dose 4 / / 3+ 0.37%* 3,124 1.10%*
Urée (g/1) |

Témoins 0.62+ 0.04 0.62+ 0.04 0.62+0.04 0.62+0.04
Dose 1 0.53+0.07 0.6 +0.05 0.58+ 0.04 0.63+ 0.01
Dose 2 0.43 +0.08% 0.4+ 0.02% 0.46 + 0.08% 0.5 +0.06*
Dose 3 0.3 +£0,03%* 0.27 £ 0.06** 0.35+0.01%* 0.39+ 0.04**
Dose 4 / / 0.28 £ 0.03** 0.32+ 0.18%*
Acide urigue

&M

Témoins 0.5+0.06 0.5+0.06 0.5+0.06 0.5+0.06
Dose 1 0.48 = 0.01 0.52 +0.03 0.54 +0.07 0.45 +0.05
Dose 2 0.35+0.03* 0.3+ 0.09* 0.4+ 0.03* 0.38 + 0.06*
Dose 3 0.29 £ 0.04** 0.25 £ 0.14** 0.31+ 0.06** 0.3 £ 0.02%*
Dose 4 / / 0.27 £ 0.02%* 0.29 + 0.04**

Dosel: 6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4; Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, au méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.

231



o

Tableau A 32: Valeurs moyennes des concentrations de transaminases (TGO et TGP)
exprimées en (UI) chez les rats témoins et expérimentaux.

Aziridine 1 Aziridine 2 Aziridine 3 Aziridine 4
TGO (UD
Témoins 37+ 1.89 37+1.89 37+1.89 37 +1.89
Dose 1 38£2.10 50.25 £ 6.50 42 £3.50 46.9 +2.40
Dose 2 92.5+1250% [89£1211* 54+ 8.64* 53+ 6.50*
Dose 3 126 + 10.05** | 138+ 10.51%* | 66 £5.35* 947 51%*
Dose 4 /- / 98 + 10.50%* 101+ 7.15%*
TGP (UD)
Témoins 62+ 1.25 62+ 1.25 62+ 0.04 62+ 0.04
Dose 1 69.5 £ 8.54 70.54 £ 7.68 82+ 5.70 59.7+ 7.82
Dose 2 84.6 £ 10.50% | 86.8+9.25* 84 + 8.76* 69.5 £ 8.56*
Dose 3 90.56 £ 11.00%* [96.15 + 10.10%* | 88+ 11.00** 84.6  10.50%*
Dose 4 / / 100+ 11.54%* | 93 + 11.00%*

Dosel: 6.5 mgkg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour
l'aziridine3, 9.35 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 2: 26 mg/kg pour l'aziridine 1, 27.4 mg/kg
pour l'aziridine 2, 35 mg/kg pour l'aziridine3, 37.5 mg/kg pour l'aziridine 4; Dose 3: 65 mg/kg
pour l'aziridine 1, 68.5 mg/kg pour l'aziridine 2, 87.5 mg/kg pour l'aziridine3, 93.5 mg/kg
pour l'aziridine 4, Dose 4: 97.5mg/kg pour l'aziridine 1, 102.75 mg/kg pour l'aziridine 2,
131.25 mg/kg pour l'aziridine3, 140.25 mg/kg pour l'aziridine 4.

Chaque valeur représente la moyenne +ET. La comparaison des moyennes entre les rats
témoins et expérimentaux, ay méme temps, est réalisée par le test "t" de student, aprés analyse
de la variance. * P<0.05, ** P<0.01.

232



Tableau A33: Nourriture ingérée exprimé en (g/j/rat) chez les rats témoins et
expérimentaux. '

Lots de rats Nourriture ingérée (g/j/rat)
BI BII
Témoins 18 +2.00 30+ 1.88
Aziridine 1 16.66 +1.75 28.75+2.14
Aziridine 2 15.53+2.10 - {26+1.53
Aziridine 3 17.50+ 1.82 28+ 1.32
Aziridine 4 18+ 1.71 3042+ 1.07

Au cours de 1’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). Bl : premiére semaine du mois d’expérimentation ; BIL : dernicre
semaine du mois d’expérimentation. Chaque valeur représente la moyenne +ET. La
comparaison des moyennes enire les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. Aucune différence
significative n’est notée entre les différents lots de rats.
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Tableau A33. Nourtriture ingérée exprimé en (g/j/rat) chez les rats témoins et

expérimentaux.
Lots de rats Nourriture ingérée (g/j/rat)
BI Bl

Témoins 18+£2.00 30+ 1.88
Aziridine 1 16.66 £ 1.75 2875+2.14
Aziridine 2 15.53+2.10 26+ 1.53
Aziridine 3 17.50+ 1.82 28+ 1.32
Aziridine 4 18+ 1.71 30.42 = 1.07

Au cours de I’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). Bl : premi¢re semaine du mois d’expérimentation ; BII : derniére

semaine du mois d’expérimentation. Chaque

valeur représente la moyenne =ET. La

comparaison des moyennes entre les rats t€moins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de
significative n’est notée entre les différents lots de rats.

la variance. Aucune différence

233



]

Tableau A 34; Apport énergétique exprimé en (KJ/j/P®®) chez les rats témoins et

expérimentaux.
Lots de rats Apport énergétique (KJ/j/P*")
BI BII

Témoins 263.71 % 14.30 439.53+23.28
Aziridine 1 244,08 £ 20,50 4212142834
Aziridine 2 227.53+22.10 380,92 + 30.03
Aziridine 3 256.39+ 17.20 41022 +27.32
Aziridine 4 263.71 + 31.01 445.68 +29.02

Au cours de I’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). B : premiére semaine du mois d’expérimentation ; BIL : derniére
semaine du mois d’expérimentation. Chaque valeur représente la moyenne +ET. La
comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. Aucune différence
significative n’est notée entre les différents lots de rats.
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Tableau A 35:; Rapport d'efficacité nutritionnelle (REN) chez les rats témoins et chez les rats
expérimentaux au cours des bilans nutritionnels. .

Lots de rats REN
BI BII
Témoins 0.49 + 0.04 0.23 £0.01
Aziridine 1 0.48 + 0.05 0.23+0.03
Aziridine 2 0.49+ 0.01 0.23 +0.01
Aziridine 3 0.43+ 0.02 0.25 +0.02
Aziridine 4 0.49 + 0.01 024 +0.02

Au cours de I’ étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). BI : premiére semaine du mois d’expérimentation ; BII : derniére
semaine du mois d’expérimentation. Chaque valeur représente la moyenne +ET. La
comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. Aucune différence
significative n’est notée entre les différents lots de rats.

Gain de poids (g)

REN =
Nourriture consommeée pour obtenir ce gain de poids (g)
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‘Tableau A _36: Azote ingéré, urinaire, fécal et excrété (mg/j/ rat) chez les rats témoins et
expérimentaux au cours des bilans nutritionnels.

Lots de rats BI BIL
Azote ingéré
(mg/j/ rat)

Témoins 562.5+54.14 937.5 +40.57
Aziridine 1 520.62 =42 .35 898.43+ 53.03
Aziridine 2 485.31+40.53 812.5+51.98
Aziridine 3 546.87+ 41.62 875 + 40.65 |
Aziridine 4 562.5+32.71 950.62 = 41.76
Azote urinaire

(mg/j/ rat)

Témoins 78+ 6.10 126 £10.57
Aziridine 1 72+ 8.15 112+ 14.03
Aziridine 2 67.32+ 7.50 106.72 +£12.98
Aziridine 3 75.77+ 8.12 98.14+ 13.25
Aziridine 4 76 + 6.70 123 +15.16
Azote fécal (mg/j/

rat)

Témoins 40.7+4.10 59.66 +£5.07
Aziridine 1 38+ 8.15 57.14+ 4.84
Aziridine 2 36.91+ 7.50 48 + 3.09
Aziridine 3 38.94+6.12 51.38+5.98
Aziridine 4 38+ 8.70 63.02 +3.60
Azote excrété

(mg/j/ rat)

Témoins 118.7+ 14.00 185.66 £13.12
Aziridine 1 110+ 10.08 169.14+ 15.98
Aziridine 2 104.23+7.30 - 154.72 + 14.76
Aziridine 3 114.71+ 8.12 149.52+ 14.09
Aziridine 4 114 + 10.09 186.02+ 17.56

Au cours de 1’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). BI : premiére semaine du mois d’expérimentation ; BII : derniére

“semaine du mois d’expérimentation. Chaque valeur représente la moyenne +ET. La

comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de la variance. Aucune différence
significative n’est notée entre les différents lots de rats.

236



Tableau A 37: Coefficient dutilisation digestive apparente de l'azote (CUDxy), Bilan azoté

(BA) chez les rats témoins et chez les rats expérimentaux au cours des bilans nutritionnels.

Lots de rats BI BII

CUDx (%)

Témoins 92.76+ 5.80 93.63 +£3.10
Aziridine 1 92.7+3.12 93.64+2.87
Aziridine 2 92.39+ 4.70 04 +2.38
Aziridine 3 92.87+2.65 94.12+ 1.09
Aziridine 4 93.24+ 1.91 93.37+£2.56.
BA (%)

Témoins 78.88+4.90 80.19+ 3.78
Aziridine 1 78.87 +3.88 81.17+4.08
Aziridine 2 78.52+ 3.36 83.41+ 3.73
Aziridine 3 79.02+ 4.12 82.91+ 3.67
Aziridine 4 79.73 £2.89 80.43 + 3.09

Au cours de I’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL
(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6.85 mg/kg pour 'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35
mg/kg pour l'aziridine 4). BI: premiére semaine du mois d’expérimentation ; BII : derniére

semaine du mois d’expérimentation. Chaque

valeur représente la moyenne +ET. La

comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de
significative n’est notée entre les différents lots de rats.

la variance. Aucune différence

N ingéré — N féces

CUDx (%) = x 100
. N ingéré
N ingéré — (N urines +N féces)
BA (%) = : x 100
N ingéré
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Tableau 38: Lipides ingérés, lipides fécaux, et coefficient d'utilisation digestive apparente des
lipides (CUDL) chez les rats témoins et chez les rats expérimentaux au cours des bilans

nutritionnels.

BI BII
Lots de rats |
' (
Lipides ingérés |

(mg/j/rat) (

Témoins 144+ 5.80 | 240 £13.12
Aziridine 1 133.28+ 10.08 | 230+ 5.98

| Aziridine 2 124.24£730 | 208 + 4.76
Aziridine 3 140+ 8.12 224+ 4.09
Aziridine 4 1 144 £ 10.09 243,36+ 7.56
Lipides fécaux

(mg/j/rat)

Témoins 85.56+ 5.70 125.66+ 4.08
Aziridine 1 79.50 = 3.28 115.76% 4.65
Aziridine 2 74.67% 3.06 110.8+2.76
Aziridine 3 82.40+ 3.72 112+ 3.86
Aziridine 4 85.56 +2.19 118.76 = 3.54
CUDy, (%)

Témoins 40.58 + 1.04 47.64 £2.11
Aziridine 1 40.35 + 1.00 49.66 + 1.30
Aziridine 2 39.89+ 1.02 46.73 + 1.07
Aziridine 3 41.14+ 1,01 50 +1.86
Aziridine 4 40.58 + 1.01 51.19+2.02

Au cours de I’étude des bilans nutritionnels, les rats expérimentaux regoivent la dose NOAEL

(6.5 mg/kg pour l'aziridine 1, 6,8§ mg/kg pour l'aziridine 2, 8.75 mg/kg pour l'aziridine3, 9.35

mg/kg pour l'aziridine 4). BI: premiére semaine du mois d’expérimentation ; BII : derniére

semaine du mois d’expérimentation. Chaque

valeur représente la moyenne +ET. La

comparaison des moyennes entre les rats témoins et expérimentaux, au méme temps, est
réalisée par le test "t" de student, aprés analyse de
significative n’est notée entre les différents lots de rats.

CUDL (%) =

Lipides ingérés — Lipides fécaux

x 100

Lipides ingéré

la variance. Aucune différence
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