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Introduction

Introduction

Le cancer est une maladie redouté, souvent percue comme la pire des maladies.

Une étude récente de 1’Organisation Mondiale de la Santé a montré que le nombre de
nouveaux cas de cancers et de déces dus a ce fléau va doubler dans les vingt prochaines
années dans le monde.

L’ Algérie connait ces derniéres années le méme rythme de prolifération de cancer que les
pays occidentaux 50000 nouveaux cas sont enregistrés en 2017, il est la 2™ cause de
mortalité avec un pourcentage de 21% derriere les maladies cardiovasculaires. Les cancers
de colon, poumons, I’utérus, ainsi que les cancers du sein reste les types les plus répandus

en Algérie.

Le cisplatine demeure la meilleure arme thérapeutique contre le cancer de ’ovaire, de la
vessie, du col de I’utérus ainsi que du testicule en raison de son importante efficacité, mais

ce choix thérapeutique expose aux risques d’effets indésirables graves.

L’incidence des effets toxiques des produits chimiothérapiques augmente malgré les
progres considérables réalisés ces derniéres années. L’effet antioxydant représente toujours

un défi.

C’est dans ce sens qu’on a abouti a choisir notre travail qui s’adapte a un effet
antioxydant afin de diminuer 1’effet toxique de cisplatine, favoriser la bonne réponse a ces

cellules tumorales.

L’objectif de notre travail c’est étudier et évaluer I’effet antioxydant de I’albumine sur le

cisplatine afin de diminuer ces effets indésirables.
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. Généralités
1.1.Le cancer

A T’échelle planétaire Le cancer représente un probleme majeur de santé publique. C'est
une maladie difficile a combattre™, Il constitue la deuxiéme cause de mortalité dans
le monde[2]. Cette maladie reste un vrai probleme de santé publique mondial, une
pandémie pour laquelle il faut trouver des solutions®™.La cancérogenése, qui englobe

. N . 4,5
I’ensemble des processus conduisant a la formation d’une tumeur!® .

Le terme médical utilisé pour décrire le cancer est néoplasia qui provient du grec et qui
signifie nouvelle formation, c’est une multiplication anormale de cellules (provenant en
général d’une cellule anormale, ces cellules ont perdu leurs mécanisme de contrdle et sont
donc en mesure de se multiplier en continue ; envahir les tissus voisins ; migrer dans les
parties distantes dans l’organisme et favoriser la croissance de nouveaux vaisseaux
sanguines d’ou les cellules tirent les nutriments . le cancer est composée de trois étapes, a
savoir une initiation, une promotion et une progression. Chaque étape implique des

altérations géniques qui affectent les oncogénes et les génes suppresseurs de tumeurs?.

La chimiothérapie est la méthode la plus courante en association avec la chirurgie pour
lutter contre le cancer. Il s'agit d'un traitement le plus souvent administré par voie

intraveineuse!.
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1.2.Les causes du cancer

Le cancer est caractérisé par une multiplication et une propagation incontrdlée de cellules
anormales et une insensibilité a 1’apoptose. ces anomalies favorisés par de nombreux

facteurs [\

e Des facteurs professionnels :
- Exposition a certaines substances (amiante, benzéne, goudron....)
- Exposition aux radiations ionisantes , UV ..
- Utilisation des antimitotiques.

e Des facteurs sociaux:

- Tabac, alcool, alimentation déséquilibrée, stress®® %,

e Des facteurs viraux : Hépatite (foie), papillomavirus (col utérus)

e Des facteurs génétiques : Maladies génétiques.

e Les autres facteurs : Certains médicaments, Pollution atmosphérique ..

1.3.Le traitement

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

fait appel a différentes spécialités dont les plus connus sont :
1.3.1.Chirurgie

Cette technique consiste a intervenir directement au niveau de la tumeur par son ablation
soit de fagon partielle soit totalement. Généralement, c’est un traitement principal et
efficace lorsque la tumeur est localisée. La chirurgie reste le traitement le plus fréquent des
cancers en cliniqgue. Néanmoins, elle est toujours utilisée en association avec d’autres
thérapies notamment la chimiothérapie et la radiothérapie pour donner de meilleurs

résultats 213
1.3.2. Radiothérapie

C’est une méthode de traitement fondée sur 1’action biologique des doses élevées des

rayonnements ionisants X a haute énergie pour la thérapie du cancer, elle vise 1’altération

du patrimoine génétique des cellules ciblées empéchant ainsi leur développement? 4.



https://www.cancer.be/les-cancers/traitements/la-chirurgie
https://www.cancer.be/les-cancers/traitements/radioth-rapie
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1.3.5.Traitements médicamenteux
1.3.3.L'immunothérapie

L'immunothérapie c’est toute thérapie qui utilise des protéines produites par les cellules
du systéme immunitaire, par exemple : les immunoglobulines dans le but de stimuler les
défenses immunitaires de l'organisme afin de lutter contre différentes maladies, en

particulier certains cancers hématologiques ™! .
1.3.4. Thérapies ciblées

Il s’agit des médicaments dont 1’action est ciblée a un niveau précis du fonctionnement ou

du développement des cellules tumorales. On distingue deux types :

v' des médicaments a action extra cellulaire : sont dirigés contre un récepteur
membranaire qui est présent sur la cellule tumorale.

v' et des médicaments a action intra cellulaire : inhibent la transmission du signal de

prolifération cellulaire par I’inhibition enzymatiques e

La chimiothérapie anticancéreuse est la méthode la plus courante. Elle vise a détruire les
cellules en division. C’est un traitement qui repose sur la prise d’une substance chimique

ayant pour cible d’agir sur la cellule tumorale en ralentissant sa multiplication.[G].

Les agents utilisés en chimiothérapie cytotoxique différent par leurs modes d’action et
leurs appartenances a des familles chimiques. On distingue ainsi plusieurs grandes
familles: les agents alkylants, les inhibiteurs de la topoisomérase | et I, les poisons du

microtubule ,Agents intercalants, les antimétabolites et les agents scindants.!*®!.
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Tableau 1 :Les agents utilisés en chimiothérapie et leurs mécanismes d’action

Les inhibiteurs de la
topoisomeérase |1

(Anthracyclines
(adriamycine, )

[17-19]

Sont des composés possédant un ou plusieurs
groupements alkyles trés nucléophiles pouvant entrer
en interaction avec I’ADN pour créer des les liaisons
covalentes qui vont avoir pour conséquence
I’inhibition de sa transcription et sa réplication. Par
ailleurs, ils sont responsables de la libération de
radicaux libres entrainant des cassures de la chaine
d’ADN.

Exemples :Cyclophosphamide, Ifosfamide, Sels de
platine (cisplatine, carboplatine et oxaliplatine)

Sont des molécules caractérisées par plusieurs
noyaux aromatiques condensés. Elles provoquent
une détorsion de la molécule d’ADN, ce qui
empéche la progression des ARN et ADN
polymérases et inhibe donc la réplication et la
transcription. Elles induisent également la génération
de radicaux libres.

Exemples : Alcaloides de la pervenche : (vincristine,
vinblastine, vinorelbine), Taxanes (paclitaxel,
docétaxel)

Sont des analogues structuraux des bases puriques,
pyrimidiques et des coenzymes foliniques. Ils
inhibent la synthese des acides nucléiques en
provoquant une carence en nucléotides.

Exemples:  Antipyrimidiques (5 fluorouracile,
gemcitabine, cytarabine) Antifoliques
(méthotrexate).

Ils possedent une structure moléculaire qui leurs
permet de s’insérer entre les composants de ’ADN
réalisant ainsi de multiples cassures de cette
molécule.

Exemples : Bléomycine

Les topoisomérases sont des enzymes intervenant
dans la réplication, la transcription et la réparation de
I’ADN en réalisant des coupures mono ou double
brin. Par I’inhibition de ces enzymes on prive la
cellule d’utiliser ses informations génétiques et donc
on provoque sa mort.
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I1. Le cisplatine

I1.1.La découverte de cisplatine

Le cisplatine est un agent antinéoplasique cytostatique, il a été synthétisé pour la premiere
fois en 1844 par un chimiste italien Michelle Peyrone et sa structure chimique identifiée
par le suisse Alfred Werner. Ce n’est que dans les années 1960 que son action anti

201 En voulant étudier

tumorale a été découverte accidentellement par Rosenberg
I’influence des champs électriques sur le processus de croissance de la bactérie Escherichia
Coli, il constate un comportement inhabituel : la division cellulaire est stoppée, mais la

croissance des cellules continue.

Rosenberg montra que 1’effet inhibiteur est di a la formation d’un complexe entre le

platine libéré par les électrodes et le chlorure d’ammonium contenu dans le milieu!,
Le cisplatine entre en développement clinique en 1971 aux Etats-Unis.

Il obtient finalement son autorisation de mise sur le marché en 1978 aux Etats-Unis et en
1983 en France.

11.2.Composition

Les sels de platines sont une classe pharmacologique majeure en oncologie dont le chef de

[21]

file est le cisplatine*“™., Représente le seul complexe inorganique.

Le cisplatine est le premier complexe de platine a avoir été utilisé en chimiothérapie. Son
domaine d’activité est vaste, mais son importante toxicité pour 1’organisme limite son

utilisation[?® %1,

- CLASSIFICATION THERAPEUTIQUE : Agent antinéoplasique ** %!

- Principe actif : cisplatine (DCI)

- Excipients: Acide chlorhydrique, Eau ppi, chlorure de sodium, hydroxyde de sodium.

- Dénomination chimique: (1) platinum, diamminedichloro-(SP-4-2)(2) cis-
diamminedichloroplatinum .

- Formule moléculaire : CI2H6N2Pt. (figure 1)
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H.N ClI
\Pt/
H,N d \C|

Figure 1 : Structure chimique de cisplatine!

11.3.La cible du cisplatine

Le cisplatine est utilisée comme un traitement palliatif ou adjuvant en association avec

d’autres modalités thérapeutiques dans la prise en charge del?

v Des cancers de I’endométre.

v Des cancers de 1’ovaire.

v Des cancers de 1’cesophage.

v Des cancers de la vessie.

v Des cancers du col de 1’utérus.
e [28-30] )

v Des cancers du testicul

Le cisplatine est un produit toxique, cumulatif, tératogéne. Son emploi est contre-indiqué

chez les patients présentant :
v Une insuffisance rénale peut étre fatale.
v Dépression médullaire

v Des antécédents d’hypersensibilité au cisplatine ou a d’autres composés renfermant

du platine®".

v Une grossesse

v L’allaitement®?,
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11.4.Mécanisme d’action

Le cisplatine appartient a la famille des agents alkylants. C’est une pro drogue dont la
transformation nécessite une hydrolyse. Les deux atomes de chlore seront substitués par

une ou deux molécules d’eaul. (figure 2)

+ I+
BN o | ygs [BT om HW oy
HLO 2
o : o’ + HY " H/”
Y oy I - I
00 A I A el +CL | myT “oH
Cisplatine l T ] I
Hﬂ:{‘ =I/‘-':'H HjT OH
P HP(’
“ RCl A
By Hy OH

Figure 2 : Hydrolyse du cisplatine®®”

Les métabolites actifs diaquo-platinum ainsi formés réagissent avec les groupements

amines des protéines, des ARN et ADN.

Le cisplatine est un complexe qui se fixe d’une manicre forte et irréversible sur
I’azote n°7 des bases puriques de I'ADN (A ou G) induit la formation des adduits

ADN-cisplatine donne lieu a différents adduits (figure 3) :

bi fonctionnels intra brin et inter brin, ainsi que monofonctionnels, ces derniers
entrainent une modification de la structure de la double hélice, ce qui perturbe la

réplication et la transcription de I’ADN [33, 35-41]

10 |
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N7
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e

Figure 3 : Les modes de fixation du cisplatine sur ’ADN

I1.5.Pharmacocinétique

La dose recommandée de Cisplatine Injectable, chez les adultes et les enfants, en
monothérapie, est de 50 & 75 mg/m? , administrée en une seule dose par voie intraveineuse,
toutes les 3 & 4 semaines, ou de 15 & 20 mg/m? /jour par voie intraveineuse, durant 5 jours,

toutes les 3 a 4 semaines |

Le cisplatine doit étre dilué dans une solution contenant une concentration en ions chlorure
au moins égale a 0,04 mol/l, soit I'équivalent d'une solution de NaCl a 0,2% (en effet, la

stabilité du cisplatine en solution dépend de la concentration en ions chlorure).

Apres 1’administration d’un bolus ou d’une perfusion IV sur une période de 2 & 7 heures a
des doses allant de 50 & 100 mg/m?, la demi-vie plasmatique du cisplatine est d’environ

30minutes™4.

v Distribution : Le cisplatine posséde une forte fixation aux protéines plasmatique
(90%)[45, 46].

Les concentrations de platine sont les plus élevées dans le foie, la prostate et les reins,

elles sont moins faibles dans la vessie, les muscles, et les testicules.

v' Métabolisme :Le cisplatine n’est pas métabolisé par le foiel*”.

v' Elimination : surtout urinaire plus de 30 % de la dose par 24 h

11 |
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v/ Condition et conservation :
Le cisplatine est une fine poudre jaune qui se décompose a 270°C. Sa tres faible solubilité
dans l'eau (voisine de 1 mg/ml) constitue un probleme pour la préparation des solutés

injectables!*®!,

Il faut conserver les flacons de Cisplatine Injectable, a 1’abri de la lumiére et a une

température ambiante entre 15°C et 25°C.

Eviter de réfrigérer et congeler les solutions de cisplatine car y’a un risque de

cristallisationt®,

Les aiguilles, les seringues et les dispositifs IV ayant des composants en aluminium ne
devraient pas étre utilisés dans la préparation ou l’administration des solutions de
cisplatine. 1l se produirait alors une interaction entre I’aluminium et le platine contenu dans

. . . . L e e, .. 50
le cisplatine, occasionnant la formation d’un précipité noir visible.

11.6.Les problemes liés a le cisplatine

La toxicité du cisplatine est directement liée a son accumulation intracellulaire. Les deux
modes de transport, la diffusion passive ou le transport actif participent a I’entrée du

cisplatine dans les cellules .

Le cisplatine entraine une néphrotoxicité cumulative, L’insuffisance rénale est le principal
facteur de toxicité limitant la dose de cisplatine car il a un index thérapeutique faible.
L’altération de la fonction rénale a été associée a une atteinte des tubules rénaux, Le
cisplatine est responsable, dans 25 a 75% des cas, de lésions tubulaires se traduisant
d'abord par une polyurie, puis par une réduction du débit de filtration glomérulaire. Une
atteinte chronique conduit a l'insuffisance rénale, généralement réversible. d’ou une

nécessité de surveillance trés stricte de la fonction rénale 1652561,

Afin de réduire le risque d'insuffisance rénale qui peut étre définitive, il est essentiel de
maintenir une diurese au moins égale a 3 litres par 24 heures. Une hyperhydratation salée
de 2 a 3 litres (100 ml/h) doit étre instituée 8 a 12 heures avant la premiére injection de
cisplatine, poursuivie tant que dure lI'administration du produit et au moins pendant les 24

heures suivantes voire plus si les nausées et les vomissements persistent 7 %8,

12 |
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= Ototoxicité : qui est plus marquée chez les enfants, se manifeste par de 1’acouphéne

et/ou par une perte de 1’acuité auditive.

= Neuropathies®™ : pouvant étre irréversibles, se présentent sous forme de
paresthésie. Des molécules comme la vitamine E, 1’acétylcystéine, le calcium et le
magnésium ont été testées dans la prévention des neuropathies induites par le cisplatine

) . . .. . [60
mais n’ont a ce jour pas prouve leur efficacite!®®,

= Mutagene.

= Hématotoxicité : La dépression médullaire survient chez 25 a 30% des patients
traités avec le cisplatine. hypertension et une hypomagnésémie sont souvent

associées!®® 621,

= Toxicité digestive : Le cisplatine est classé dans les agents a tres fort risque
émétisant® 1,
»= Hépatotoxicité : Une élévation des enzymes hépatiques et de la bilirubine peut
survenir lors de I’administration de cisplatine aux doses recommandées.
= Toxicité oculaire® .

I1.7.Amélioration de ’activité de cisplatine

Différentes stratégies ont été développées et aujourd’hui utilisées pour améliorer ’activité

des agents anticancéreux en général. Les plus courantes sont :

- L’association des drogues entre elles (la poly-chimiothérapie).
- La synthése de nouveaux dérivés (les analogues).

- La vectorisation.
e La poly-chimiothérapie :

La présence d’un seul agent anticancéreux permet de bloquer une voie de biosynthése

pour inhiber la progression du cancer.

Le probléme est que lorsqu'une voie est bloquée, le message de dérégulation peut avoir
une déviation. Vu la complexité moléculaire des maladies notamment le cancer,
I’association de plusieurs drogues entre elle est requisel®. Cette association modifie
différentes voies de signalisation des cellules malades, augmentant ainsi les chances de

guérison et I’inhibition des résistances.

13 |
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Le cisplatine est souvent associé a la radiothérapiec mais aussi a d’autres agents
anticancéreux parce que les cancers sont traités par une bi ou tri-chimiothérapie. Les agents
anticancéreux peuvent avoir la méme cible (le carboplatine, 1’oxaliplatine, etc.) ou une
cible différente (la gemcitabine, les taxanes, le 5-FU, etc). [66] En clinique, le cisplatine,
agent majeur de la chimiothérapie des tumeurs solides est utilisé souvent en association
contre les cancers des testicules, de ’ovaire et du col de 1’utérus, de la vessie et de
I’uretere, des cancers ORL, des adénocarcinomes métastatiques et dans les ostéosarcomes

avec métastases pulmonaires 7.

Mais ces combinaisons ne donne pas toujours des bonnes résultats, il peut avoir des effets

secondaires néfastes a cause de ces drogues.
e Lasynthese des différents analogues :

Les toxicités périphériques de cisplatine ainsi que les résistances développées par cet agent
ont pousseé les chercheurs a chercher d’autres solutions visant a :

Augmenter sa solubilité %,

Faciliter son utilisation avec une administration orale, augmenter sa bio distribution en
diminuant son interaction avec le sang, augmenter son efficacit¢ en ciblant I’ADN et

réduire les effets secondaires.

Les grandes avancées concernant la compréhension du mode d’action du cisplatine et des
résistances développées par les cellules tumorales participent activement a la conception de
ces analogues.

Certain analogues ont été synthétisés dans le but de faciliter leur encapsulation dans des

liposomes %7,

e La vectorisation :

A cause des effets secondaires ainsi que les résistances développées vis-a-vis de ces
drogues ; les chercheurs sont passés a la vectorisation qui présente actuellement un champ

de recherche tres important.

Un vecteur doit répondre a quatre critéres : le réservoir, le transport, le ciblage et la

libération de la drogue.

14 |
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Différents vecteurs, principalement nano-objets, ont été développés On trouve des
liposomes, des micelles, des polymérosomes, des nano capsules, des nanoparticules, des

dendrimeres...

Trois découvertes majeures ont stimulé I’immense activité dans ce domaine : la

PEGylation, I’effet EPR (EnhancedPermeation and Retention) et le ciblage actif.

15 |
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. Généralités

Le terme de globule rouge est decrit pour la premiére fois par le hollandais Leeuwenhoek
en 1674 , I’érythrocyte est une cellule mature formé lors de processus de 1’érythropoicse au

niveau de la moelle osseuse [ .

Les globules rouges ou hématies ou les érythrocytes (erythros = rouge), sont des cellules
anucléées qui assure le transport de l'oxygene dont le constituant primordial est une
hémoprotéine de liaison de ’oxygeéne, La durée de vie des hématies de circulation est

limitée prés de100-120jours "2 .

Les globules rouges représentent un modele universel plus accessible que les autres

modeles.
I1. Structure du globule rouge

Un globule rouge est une petite cellule discoide biconcave (7-8 micrométres) (figure 4) :
dépourvue de noyau, de mitochondries et de ribosomes, .elle prend une coloration rose
vive au MGG. Les globules rouges fixent I'oxygéne dans les tissus grace au fer contenu

dans I'hémoglobine, leur pigment rouge!™.

Vue de surface

Vue de coupe

Figure 4: Structure du globule rouge!™

I11. La membrane érythrocytaire

La membrane est formée d’une bicouche lipidique de 40A° d'épaisseur sous laquelle est

ancré un réseau organise de protéines. Elle est constitue de :

17 |
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v' 40 % de lipides :
Les phospholipides sont les constituants principaux des membranes biologiques, et leur
classe principale est les glycerophospholipids. En 1972, SIGER et NICOLSON ont
proposé le modéle de « la mosaique fluide » pour la structure de membrane. Ils sont formés
essentiellement de : (65% de phospholipides (les constituants principaux des membranes
biologiques), 25% de cholestérol non estérifié, 10% de glycolipides), les lipides

membranaires sont pour I’essentiel amphiphiles 1 |

v' 52% de protéines :
e Le cytosquelette :

Le cytosquelette recoit, intégre et transmet des sélections de signalisation intracellulaire et

extracellulaire.
Il existe 3 protéines principales : la spectrine, I'Actine ou protéine 5 et la protéine 4.1.

La spectrine est formée de deux chaines polypeptidiques différentes nommees alpha et béta
polymeérisées qui forme des liaisons avec les protéines 3 (via I'Ankyrine) et avec les
glycophorines (via la protéine 4/1 et I'Actine). Ces trois protéines, la spectrine, l'actine et la

protéine 4.1 forment I'essentiel du squelette membranaire!™.

gmmmRMumHH\H sdveanhorinec Eiveosylations

=,

groupe ABD,

ICC ILT

soquelette sousmembranaire e Spoctring =

Figure 5: Schéma représentative de la structure de la membrane érythrocytairel™
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e Protéines transmembranaire : permet les échanges du globule rouge avec le

milieu extérieur.
- ATP ases Na+/K+ dépendantes qui permettent le transport actif des cations Na+ et K+,

- ATP ases Ca++ dépendantes et aussi elles permettent le transport des anions, de I'eau

et du glucose /771,

e 8% de glucides ¥,
a. Propriétés de la membrane:
Asymétrie :

Toutes les membranes biologiques sont constituées de deux feuillets interne et externe.
L’asymétrie des lipides entraine ainsi une asymétrie de la charge globale de chaque

feuillet.

La plus grande asymétrie est celle présente au niveau des glucides, en effet tous les motifs
glucidiques sont localisés sur le feuillet externe de la membrane plasmique.

« L’arbre glucidique » présent au niveau du feuillet externe de la membrane plasmique

forme ce que ’on appelle le glycocalix »/"? .

Fluidité :
La mobilité des lipides est nécessaire pour 1’activité cellulaire. 1ls peuvent circuler de

différentes maniéres au sein de la membrane : rotation, diffusion latéral.

La fluidité est influencée par différents facteurs, des facteurs externes comme la

température et des facteurs internes :

- La composition en acides gras.
- Le nombre de protéines .

- Laproportion en cholestérol.
b. Echange transmembranaire (la pompe Na+/K+) :

Les échanges a travers la membrane peuvent se faire : par diffusion simple, et par un
processus actif agissant contre un gradient de concentration.

- La diffusion simple : intéresse I’eau et les anions inorganiques et se fait a travers les

pores de la membrane®.

19 |
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- Transport actifs: La pompe Na+/K+ permet le maintien d'une forte concentration

intracellulaire en potassium et d'une faible concentration en sodium.

Les concentrations en Na+ et K+ intracellulaires sont maintenues par un systeme complexe
de « pompes a sodium- rejetant vers I'extérieur le sodium ayant pénétré passivement dans
I'érythrocyte et maintenant le K+ a l'intérieur de celui-ci. Ce processus actif nécessite un
apport d’ énergie fourni essentiellement par I'ATP, Un deuxiéme systeme d'échange

constitue le co-transport Na+ K+ 2 (figure 6 ) .

Gradient de
concentration
OO 3Na en potassium
Q O Espace extra @D '

cellulaire

Niiig

Espace intra

lulai ' '
’k d@ce T e ‘ ADP + P ' ’ '
<

Figure 6: Les échanges transmembranaires
c. L’hémoglobine :

L’hémoglobine (Hb) est une protéine responsable de livrer ’oxygeéne aux tissus et enlever
par la suite le dioxyde de carbone. Sa masse moléculaire est de 64458 daltons. Elle est
constituée de 4 protoméres presque identiques. Ces Les protomeres sont formés d’une
seule sous-unité chacun, mais ces sous unités sont exprimées a partir de neuf génes

différents, aboutissant a des formes différentes du tétramere®® 841,

L’hémoglobine est constituée de quatre sous-unités polypeptidiques associées chacune a un
cofacteur li¢ : I’héme. L’héme est lui-méme formé d’une structure aromatique et d’un

atome de fer.

Cette structure aromatique ou porphyrine est constituée de quatre noyaux pyrrol,

comprenant chacun un atome d’azote et 4 de carbone. Les carbones périphériques de ces
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noyaux sont substitués par des chaines latérales courtes qui lient la porphyrine aux

radicaux des acides aminés de la protéine.

Au centre de la porphyrine, I’atome de fer est lié par six valences (on dit hexacoordiné). 4
de ces directions fixent le fer sur les 4 atomes d’azote de la porphyrine. Une valence du fer
est liée a un des azotes d’une histidine de I’hélice F (His proximale), et la derniére a une

histidine de I’hélice E (His distale).

Cette structure peut recevoir une molécule d’oxygeéne (O). Lors de la fixation de
I’oxygeéne, I’atome de fer se rapproche de I’histidine proximale. L’oxygene transporté

s’interpose entre I’atome de fer et I’His distale.®™ (figures 7 et 8) :

Figure 7 :Les paires de chaines polypeptidiques contenant
une porphyrine contenant un atome de Fer®!

CH,

CH,

Figure 8 :La molécule de I’héme 1]
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IVV. Métabolisme de globule rouge

v" Production de I'ATP : L’ATP est fournie par la glycolyse essentiellement assurée par
la voie principale. il est nécessaire au bon fonctionnement de la pompe Na+/K+ et par

consequent a I'équilibre osmotique du GR (lutte contre 1’hyperhydratation).

v" Le NADH-NADPH : En effet ce systeme est nécessaire pour que I'Hb soit protégé
contre l'oxydation de ses constituants (fer et globine). Dans ce systéeme, le NADH est
fourni par la voie principale de la glycolyse et le NADPH est fourni exclusivement par
la voie accessoire (la voie des pentoses )¢,

V.L’influence de I’osmolarité sur la forme des globules rouges

L’osmolarité correspond au nombre de particules osmotiquement actives par litre de
solution et permet de mesurer la pression osmotique ; sa valeur physiologique est situé

entre 280 et 300 mOsmol /L dans | plasma sanguin.

Donc, a 300mOsmol/kg le globule rouge est discoide. Lorsque 1’osmolarité baisse, il
gonfle par entrée d’eau. Il est parfaitement sphériqgue a 150mOsmol/kg, avec une
membrane sous tension en dessous de 150moSMOL/kg, la membrane se déchire et
1I’hémoglobine s’échappe lorsque 1’équilibre osmotique est atteint entre 1’intérieur et
I’extérieur, la membrane se referme. Seul le contour de la membrane est alors visible.
Lorsque I’osmolarite est supérieur a 300mOsmol/kg, le globule rouge se vide de son eau

pour former un echinocyte.
VI.L’hémolyse

V1.1.Définition

L’ hémolyse correspondant a une diminution de la durée de vie des GR circulants par une

destruction prématurée 7.
C’est un raccourcissement de la durée de vie des globules rouges (< 120 jours) 8.

L'hémolyse est le phénomene irréversible par lequel les globules rouges sont détruits et
libérent leur contenu hémoglobinique. Il s'agit d'un phénomeéne qui touche les hématies a la
fin de leur vie dont la durée moyenne est de 120 jours. Une anémie va apparaitre si la
moelle ne réussit pas a compenser , il résulte une libération d'hémoglobine et du contenu

intracellulaire dans le plasma 9 .

22 |



Revue de la bibliographie

V1.2.Les signes de la sénescence érythrocytaire

v' La modification du métabolisme énergétique :

Les GR sont dépourvus d'appareil de synthese, donc une diminution de I'ATP et egalement
du 2-3 DPG tout comme celle du NADH et NADPH est secondaire a une diminution

progressive de l'activité des enzymes érythrocytaires.
v Modification et altération de la membrane et du contenu :

Trouble des échanges ioniques (du a la diminution de ATP) entraine une augmentation du
Ca (et du sodium) et diminution du potassium intracellulaire, induisant une déshydratation

et la déformabilité (diminution de l'activité des canaux calciques)
v’ Catabolisme de ’hémoglobine :

La présence d’espéces réactives d’oxygene est due a 1’auto oxydation d’hémoglobine Le

stress oxydant engendre un désordre de cytosquelette et la perte d'asymétrie lipidique .
V1.3 Hémolyse d’origine iatrogéene

- Divers médicaments sont responsables d’hémolyse, nous citons en premier lieux.
- Le cisplatine qui a fait I’objet de notre ¢tude notamment pour son effet toxique sur le

globule rouge.
V1.4. Diagnostique de I’hémolyse
Lorsqu’il y a hémolyse, on trouve les résultats suivants :

v Une augmentation de taux d’Hb plasmatique .
v' Taux sérique élevé de lactate déshydrogénase (LDH), enzyme présente en grande

quantité dans les globules rouges et qui est libérée lors de leur destruction ;

v Taux réduit d’haptoglobine, protéine qui lie I’hémoglobine reldchée dans le plasma

lors de I’hémolyse ;

v' Taux de bilirubine indirecte augmenté (surtout lorsque 1’hémolyse est grave ou

chronique)®.
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. Généralités

Le stress oxydant se définit comme étant un désequilibre de la balance des oxydants et
antioxydants en faveur des oxydants!®® B |l se développe lorsque les radicaux libres,
des molécules oxydantes, sont produits plus rapidement qu'ils ne peuvent étre neutralisés
par l'organisme, ces radicaux contiennent un ou plusieurs électrons non appariés dits «
célibataires » et dérivent de I’oxygéne ou de 1’azote, d’autres especes dérivées de
I’oxygene ne sont pas des radicaux libres mais peuvent étre des précurseurs de radicaux et

induire des réactions radicalaires.

Ce phénomeéne a des conséquences métaboliques importantes qui portent atteinte aux
structures cellulaires. L’excés de radicaux libres endommage les macromolécules
essentielles des cellules (lipides, protéines, glucides, acides nucléiques)!®®. Le stress
oxydant est impliqué dans plusieurs pathologies : maladies neurodégénératives, cancers,

les maladies cardiovasculaires, diabéte. **%1. (figure 9)

Systéme de défense
par les antioxydants

T Em—

Radicaux libres
ERO & ERN

e ——

Figure 9: La balance d’équilibre entre les systémes oxydants et antioxydants [108]

Il. L’origine du stress oxydant

Le stress oxydant est le résultat de nombreux facteurs physiologiques , environnementales

ou nutritionnelles®® %! ce phénoméne se déroule au niveau d’une cellule bien
précise™ .
Il s’agit essentiellement d’une production excessive des ERO au niveau de la

mitochondrie™®™°!. d’un dysfonctionnement mitochondriale , d’un systéme antioxydant

altéré ( ischémie-reperfusion-vieillissement) , d’une activation des Systémes enzymatiques
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et d’une oxydation de certaines molécules™ ainsi qu’une alimentation pauvre €n

antioxydant peut induire un stress oxydatif ™2 (figure 10) .

Lumiére UV oy dases
]ﬂ‘; " — 0 g —
fhevgine singuled (hoygéne Superoxyde erouyde d Wydrogenes
w dismutases : ;
: Cveles redoy myeloperozidase
Arginine NADPH ox
mitechondrine
NO" | ——— 0y HOCI
Fed=
Moraxyide dazofe Anion superoxyie
[ ONOO * | OH"
peroxymilrie Hirdical ydroxple
Nitration des . / .
protélnes Activaiion Ouydation Peroxydation Orydation de
des cascades des protéines Lipidigue I"ADN
de kinsses

Figure 10: L’origine des différentes espéces réactives de I’oxygene.

I11. Les antioxydants

Selon Halliwell et Gutteridge (1989) un antioxydant est defini comme étant «toute
substance qui, lorsqu'elle est présente a de faibles concentrations par rapport a celle d'un
substrat oxydable, retarde ou inhibe significativement l'oxydation de ce substrat ». Les
fonctions antioxydante impliquent une diminution: du stress oxydatif, des mutations de
I'ADN, des transformations malignes, ainsi que d'autres parametres de lésions cellulaires (
tableau 2 )i4 1131

Les antioxydants peuvent étre des enzymes ou de simples molécules. Certains sont
produits par l’organisme, ce sont les antioxydants endogenes, ou proviennent de

I’alimentation ou la médication, et sont donc exogenes. (figure 11)
Ces 2 systémes assurent :

v" L’élimination des R.L.
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Figure 11: Le mécanisme d’action des antioxydants

Tableau 2: Les antioxydants et leurs principales propriétés

Antioxydants

Propriétés

Enzymatiques

Superoxyde dismutase (SOD)

Catalase (CAT)

Glutathion peroxydase (GPx)

Une des enzymes intracellulaires les plus
efficaces qui catalyse la dismutation des anions
superoxydes en dioxygene et peroxyde
d’hydrogene.

0,- +0,+2H — 2H,0,+ O,

Favorise la conversion du peroxyde
d’hydrogéne en eau et en oxygéne moléculaire.
2H .0, catalase — 2H,0 + O,

Les propriétés  antioxydants de ces
sélénoenzymes leur permettent d'éliminer les
peroxydes comme substrats potentiels pour la
réaction de Fenton. GPx agit conjointement
avec le tripeptide glutathion (GSH). Le substrat
pour la réaction catalytiqgue de GPx est H,O,,
ou un peroxyde organiqgue ROOH. GPx
décompose les peroxydes en eau (ou alcool)
tout en oxydant simultanément GSH .
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Non enzymatique

Vitamine C (acide ascorbique)

Vitamine E

Glutathion (GSH)

Flavonoides

Sélénium (Se)

Cuivre (Cu) et zinc (Zn)

Acide urique

Trés important et puissant antioxydant, agit comme un
piégeur de radicaux libres et recycle la vitamine E .

La vitamine E est une vitamine liposoluble qui existe sous
huit formes différentes. L’a- tocophérol est la forme la plus
active de la vitamine E chez I'nomme et est un puissant
antioxydant biologique. Sa principale fonction antioxydante
est la protection contre la peroxydation lipidique .

Il est considéré comme le principal tampon
d'oxydoréduction de la cellule.

Ils constituent le groupe le plus important de polyphénols.
Les composés phénoliques qui agissent comme des
antioxydants peuvent couper les chaines de radicaux libres
et fonctionner en tant que chélateurs d'ions métalliques a
activité redox qui sont capables de catalyser la peroxydation
lipidique. Les antioxydants phénoliques (PhOH) interférent
avec l'oxydation des lipides et d'autres molécules par le don
rapide d'un atome d'hydrogéne aux radicaux : ROO ¢ +
PhOH — ROOH + PhO «

Agit en tant que co-facteur de la glutathion peroxydase.

A concentration physiologique, le cuivre et le zinc agissent
comme “antioxydants” en étant les deux co-facteurs
responsables de la bonne activité de la SOD.

antioxydant possédant la plus forte réactivité avec les
radicaux libres.

111.1.L°’albumine

111.1.1.Définition de I’albumine

L’albumine est sans doute l'une des premiéres protéines découvertes, puisque ses

propriétés physiologiques ont été reconnues a 1’époque d’Hippocrate .

C’est probablement la protéine la plus étudiée, dans la mesure ou ses multiples fonctions

ont intéressé des générations de biologistes, biochimistes, chimistes, physiciens et

pharmacologistes depuis plus de 150 ans, a commencer par C. Denis qui fut le premier a

isoler cette protéine par dialyse en 18406 1171

L’albumine sérique est I’un des constituants majeur et le plus abondant du plasma sanguin.

Il s'agit d'une protéine synthétisée a raison de 10-15 g/j par le foie®™ ™8 il posséde un

pouvoir oncotique.
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Un taux d'albumine sérique faible provoque des cedémes. Un taux trop élevé est un signe
de déshydratation. Il est établi lors d’un prélévement sanguin. La nutrition joue un role

primordial dans la production de I'albumine sérique™*?,

L'albumine représente 50% de I'ensemble des protéines plasmatiques. La demi-vie est de
'ordre de deux a trois semaines™?. La molécule est ainsi dégradée par le systéme
réticulo-endothélial. Son catabolisme est important notamment par rapport aux autres

protéines plasmatiques.

Une hypo albuminémie se définit par un taux inferieur a 35 g/L, la pression oncotique est
ainsi que abaissée et I'eau quitte alors les vaisseaux pour gagner les tissus provoquant les

. 123
cedemes*?,

111.1.2.Structure

L’albumine a un poids moléculaire faible de 69 kDa , constituée d’une chaine d’acides
aminés organisee (585) en plusieurs hélices alpha, avec 35 residus cystéine formant des

(1241 '1a protéine a une charge négative.

ponts disulfures a I’origine de sa structure tertiaire
Le centre de la molécule est composé de radicaux hydrophobes alors que les extrémités

contiennent des éléments hydrophiles : sites de liaison pour de nombreux ligandst?*],

La majeur partie de I’albumine totale se trouve au niveau du secteur intra vasculaire et le

reste dans le compartiment extravasculaire!?).

La structure de 1’albumine est constituée par 3 domaines identiques partagés en 9 boucles
(sous domaine) dont la stabilité et la flexibilité sont assurée par les 17 ponts disulfures et
un groupement thiol au niveau de la cystéine 34 qui est responsable de 80% de I’activité
antioxydante du plasma. La forme hélicoidale (hélice a) représente 67% de la structure
secondaire, alors que la forme en feuillet B est totalement absente a 1’état natif*?® 1271

(figure 12)
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Figure 12 : La structure tridimensionnelle de I’albumine

I11.1.3.Pharmacocinétique
Administration et Biodisponibilité :

L’albumine est immédiatement et complétement disponible aprés son administration par

voie intraveineuse: 1’augmentation de la masse sanguine est immédiate et dure de 6 a

8heures.
e Distribution :
L’albumine se distribue dans 2 secteurs:
v' le 1¥ secteur plasmatique = 40 a 45%
v’ le 2°™ secteur extravasculaire = 55 & 60%
e Métabolisme :
Il 'y a métabolisation de 4% au niveau du pool échangeable par jour.
e Elimination :
Les protéases lysosomiales assurent 1’¢limination intracellulaire de 1’albumine.

111.1.4.Pharmacologie

- L’albumine a 4% : est une solution isotonique de pouvoir oncotique proche de celui

d’un méme volume de plasma.
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- L’albumine a 20%: est une solution hypertonique de pouvoir oncotique 4 fois

e . R 32
supérieur a celui d’un méme volume de plasma[ 1,

e Aspect:

Les solutions d’albumine sont limpides, de couleur jaune pale a vert clair®?

e Précautions particuliéres de Conservation :

- Aconserver a une température ne dépassant pas 25°C.
- Ne pas congeler.
- Aprés ouverture, I’ Albumine humaine doit étre utilisée immédiatement.

- Conserver dans I'emballage extérieur d'origine, a I'abri de la lumiére
111.1.5.Fonctions

Les principales fonctions de 1’albumine sont : 1’établissement et le maintien de la pression

oncotique ainsi que sa liaison avec d’autres molécules (médicaments, ions ,hormones ..)

assure leur transport™® %

[124, 130]

albumine fait partie des protéines de la phase aigué de

I’inflammation

L’albumine, qui représente 60% en masse de toutes les protéines plasmatiques, est
responsable a 80% du maintien de la pression oncotique (25-33 mm Hg). Cette pression

empéche I'eau de sortir des vaisseaux sanguins ™.

L’albumine est indispensable pour la bonne répartition des liquides entre les vaisseaux
sanguins et les tissus ou le milieu interstitiel. En effet une diminution du taux d'albumine
dans le sang (hypoalbuminémie) est problématique: la pression oncotique est abaissée,

. . . .. . 131
l'eau quitte alors les vaisseaux pour gagner les tissus provoquant ainsi des cedémes 311,

La deuxiéme grande fonction de I’albumine est liée a ses capacités de transport et de
fixation de petites molécules de tout type. Cette forte aptitude qui permet de comparer cette
protéine a une « éponge », s’explique essentiellement par la flexibilité de sa structure qui
s’adapte volontiers aux différents ligands. L’albumine interagit avec un large spectre de
composés. La protéine transporte notamment des molécules endogenes telles que les acides
gras (AG), des ions métalliques (Ca2+, Cu2+...), des hormones thyroidiennes (Thyroxine
ou T4) et stéroides, mais également des acides aminés tels que le tryptophane et la

cystéinel™.

32|



Revue de la bibliographie

Elle assure également le retour des sels biliaires particulierement hydrophobes entre
I’intestin gréle et le foie. C’est ainsi le cas de la bilirubine formée dans la rate et acheminée

vers le foie par le biais de I’albumine.

Les principales routes de transport des différents métabolites par [’albumine sont
également décrites. Cette protéine véhicule également des substances exogeénes, en
particulier des médicaments par 1’intermédiaire de 4 sites de fixation sur lesquels les
différents ligands peuvent se concurrencer en modifiant I’accessibilité de ces sites par

changement conformationnel de la structure tertiaire de la protéine %!,

Par ses capacités de fixation et de transport, 1’albumine se présente comme un«
neutralisateur » de substances toxiques. De hombreuses toxines exogéenes sont séquestrées
par la protéine et rendues inoffensives pour 1’organisme. C’est le cas du benzéne (1]

L’albumine représente I’antioxydant majoritaire du plasma[m‘ 132]

Les propriétés anti-oxydantes de 1’albumine sont liées a trois sites de sa structure

(figure 13):

v La cystéine en position 34 dont I’action antioxydant et lié¢ a la captation des radicaux

libres.
v' Lesite | : site de liaison a I’héme et a la bilirubine.

v' La portion N terminale composée de quatre acides aminés DAHK qui représente un

site de liaison pour les métaux pro-oxydants (Cu, Fe, Co, Ni)**¥!

Lys351

Figure 13 : Principaux sites de I’albumine impliqués dans son activité antioxydante
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D’autres aspects de I’activité antioxydante de I’albumine proviennent de la capacité de la
protéine a fixer de nombreuses molécules dont des antioxydants. Cela concerne notamment
la bilirubine, connue pour ses propri€tés toxiques, et qui n’en est pas moins un puissant

antioxydant qui combat les radicaux libres susceptibles d'infliger des dommages majeurs

aux cellules.
Tableau 3: Les différentes fonctions de I’albumine
Fo Fonction de I’albumine

Vasculaire Transport Meétabolique

-Hormones (stéroide,

- Acides gras -Equilibre
Pression oncotique. - Bilirubine - Acido-basique
Intégrité vasculaire - Acides biliaires. - Antioxydant.

- Métaux (Zinc, Ca, Mg). - Anti-inflammatoire.

- Médicament (diazépam).
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Problématique

I. Problématique

Le cisplatine reste le meilleur traitement anticancéreux en chimiothérapie qui lutte contre
le cancer de la vessie, les ovaires et les testicules. Toutefois, ce choix thérapeutique expose

aux risques d’effets toxiques parfois graves en raison de sa toxicité cellulaire.

Est-ce que I’albumine diminue la toxicité hématologique du cisplatine ?

I1. Objectif

Etudier et évaluer in vitro I’effet de la sérum-albumine humaine sur la toxicité du cisplatine
par 'utilisation d’un modé¢le universel qui est le globule rouge humain d’un donneur sain
unique.

e BUT

Le but principale de notre étude est de diminuer la toxicité du cisplatine .

e Type et lieu de I’étude

Notre étude est de type « expérimentale prospective », elle s’est déroulée au niveau du
service de biochimie du laboratoire central du Centre Hospitalo-universitaire Dr. TIDJANI

DAMERDJI de Tlemcen du mois de janvier jusqu’au Mai de I’année 2018.
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I11. Matériels et réactifs

111.1.Matériels

111.1.1. Appareils

Spectrophotomeétre : Appareil qui permet de mesurer 1’absorbance d’une solution en
fonction de la longueur d’onde afin de déterminer sa concentration selon la loi de Beer

Lambert, 1’absorbance est proportionnelle a la concentration des solutions diluées.

(figurel4)

Figure 14 : Le spectrophotomeétre

> Centrifugeuse : Appareil pour la séparation des éléments figurés dans le sang (figure 15).

Figure 15 : La centrifugeuse

39 |



Matériels et Méthodes

» Agitateur magnétique : L'agitateur magnétique permet I'nomogeénéisation de la solution

de travail (figurel6)

Figure 16 : L’agitateur magnétique

» Vortex : pour homogeénéiser les solutions. (Figure 17)

Figure 17 : Le vortex

> Les balances :

Pour faire la pesée de NaCl , MgClI2 . (figures 18 et 19) :

&

'
N - =
G, == >

_

Figure 18: La balance de précision Figure 19: La balance électronique
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» Automate SIEMENS : Dimension RxI Max® :
Pour le dosage de LDH : (figure 20) :

Figure 20 :L’automate SIEMENS

» lonometre : L’ionométre sert au dosage des ions K+. (figure : 21)

Figure 21: L ionométre
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111.1.2.Réactifs

e L’albumine humaine

L’albumine est une solution stérile contenant 20% d’albumine dans un diluant aqueux

commercialisée sous forme de solution a 20% (figure : 22). Flacon de 100ml (200g).

Figure 22 :L’albumine

e Lecisplatine

figure 23 : (Flacon de 50ml) 1ml / 1mg

Figure 23: Le cisplatine
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Le cisplatine est un médicament toxique qui ne doit étre manipulé que par un

professionnel de santé expérimenté dans la chimiothérapie.

Les solutions de Cisplatine Injectable, BP doivent étre préparées sous une hotte a flux

laminaire vertical (enceinte de sécurité biologique de classe II).

Le personnel qui prépare les solutions de Cisplatine Injectable, BP doit porter des gants

de PVC, des lunettes de protection, ainsi qu’une blouse et un masque jetables.

Les aiguilles, seringues, flacons et tout autre matériel ayant pu étre en contact avec le
Cisplatine Injectable, BP doivent étre mis a part et incinérés a 1000°C ou plus. Les
contenants hermétiquement fermés risquent d’exploser. Les flacons intacts doivent étre
retournés au fabricant qui se chargera de les détruire. Il faut prendre les précautions qui

s’imposent au moment ou I’on emballe le matériel pour le transport.

Le personnel qui prépare et manipule régulierement du Cisplatine Injectable, BP doit se
soumettre a des analyses de sang tous les six mois ( FNS , surveillance de la fonction

rénale ....).

Solution de lavage glacée isotonique aux globules rouges :

Pour préparer la solution de lavage on a melangé: 150 m.mole/L de NaCl avec 2 m.mole/L

de MgCl,. Elle doit étre conservée au frigo a 2-5°C, elle est instable a température

ambiante.

Solution tampon (TPBS)

Solution de lyse SDS

111.1.3.Autres matériels

Eprouvette

- Fiole jaugée

- Bécher

- Entonnoir

- Tubes secs et hépariné
- Micropipette

- Poire

- Pipette graduée
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- Des embouts (bleus et jaunes)

- Des étiquettes pour marquer les tubes

- Des cuves

- Un chronométre

- Des pots stériles

- Desseringues : 10 ml, 5 ml

- Coton

- Sparadrap;

- Bavettes

- Les lunettes
111.2.Méthodes
I11.2.1.Préparation des solutions de lavage
La Solution mere de chlorure de sodium NaCl a 1M :
Poids moléculaire de NaCl :58.44¢g/L
1mole — 58.44g
58.44g — 1000mL

5.844g — 100ml

Prélever a 1’aide d’une spatule 5.844 g de chlorure de sodium.
- Peser en utilisant une balance électronique.
- Noter sa masse m; =5.844¢g

- Rincer le récipient utilisé avec une pissette d’eau distillée.

- Introduire le solide dans une fiole jaugée de volume V = 100ml.

- Remplir la fiole jaugée environ aux ¥ avec de ’eau distillée.

- Agiter pour accélérer la dissolution et homogeénéiser la solution.

- Compléter avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.

- Boucher et agiter pour homogénéiser.

Matériels et Méthodes
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Figure 24 : Etapes de préparation de la solution de NaCl

a. La solution mere de chlorure de magnésium a2M:
- Prélever a I’aide d’une spatule de MgCL,.
- Peser en utilisant une balance électronique.
- Noter sa masse m;= 40.669g
- Rincer le récipient utilisé avec une pissette d’eau distillée.
- Introduire le solide dans une fiole jaugée de volume V = 100ml.
- Remplir la fiole jaugée environ aux ¥ avec de ’eau distillée.
- Agiter pour accélérer la dissolution et homogénéiser la solution.
- Compléter avec de I’eau distillée jusqu’au trait de jauge.
- Boucher et agiter pour homogénéiser.

- Conserver au réfrigérateur a 4 C.
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Figure 25 : Etapes de préparation de la solution de chlorure de magnésium

b. Solution tampon (TPBS):

Souvent abrégé PBS, de I'anglais phosphate buffered saline, son pH est de 7,4. Pour la
préparation de la solution tampon on a mélangé les sels suivants: le phosphate de sodium
(10 mmole) avec du NaCl (140 mmole) et du MgClI2 (2 mmole).

c. Solution tampon phosphate 100mmol pH est de 7,4 :

On utilise 2 solutions meres a 0.2M

Phosphate di sodique avec 12 H20 PM : 358.14 g/mol

On pése 17.907g/mol pour 250ml

358.14g — 1000ml

17.907g —250ml

Kalium/potassium dihydrogéne phosphate 0.2 M :

On pése 6.845¢g pour 250 ml

Pour fabriquer la solution tampon 100mmol ph= 7.4 on met dans une fiole de 200ml,

81ml de NayHPO,4 +19 ml kHPO, et on compléte a 200ml par I’eau distillé.
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KHPO4

19 mi

Au total : 100ml
(KHPO4 +Na2HPO4)

+ 100ml d’eau distillée

200ml de la solution
tampon phosphate
(100mmole , ph=7.4)

Figure 26: Préparation de la solution tampon phosphate (100mmole, ph=7.4)
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d. Préparation de la solution de lyse SDS :

Le SDS est un détergent et tensioactif ionique fort, couramment utilisé en biochimie et

biologie moléculaire.

En laboratoire, le SDS utilisé afin de préparer des protéines pour réaliser une
électrophorese en gel de polyacrylamide. Le SDS supprime les liaisons non covalentes de

la protéine, et par la suite permettant la dénaturer.
e. Préparation de la solution de SDS 0.5 % :

On prend 0.5ml de la solution mére de SDS a 0.5% et on ajoute 9.5 ml de I’cau distillée (

dilution de 1/10 eme de la solution mere ).

Dans un tube, on prend 1ml de la solution de SDS 0.5% +1ml de culot : nous donne une

hémolyse totale (100 %) et on mesure I’absorbance a 545 nm. L’absorbance = 1

Pour convertir les absorbances en % :

4

Absorbance = 1 > 100 % hémolyse totale

Les absorbances mesurées % d’hémolyse

Cette formule nous aide pour tracer les Histogrammes de 1’Hb.

9.5 ml de
P’eau
distillée
Mesure de
0.5ml de L’absorbance (545nm)
la
solution |On prend Iml de la solution de SDS preparée (9.5 ED +0.5ml SDS).
de SDS

+1ml de culot

Figure 27: Préparation de la solution de SDS 10%
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111.2.2. Dosage des paramétres indiquant I’hémolyse

v Dosage de la concentration du potassium par 1’ionomeétre,

v Dosage de I’hémoglobine par méthode spectrophotométrique,
v" Dosage de la LDH.

111.3.Mode opératoire

111.3.1.Préparation de I'échantillon

e Prélevement sanguin :

Le prélevement du sang a été réalisé le matin a jeun sur un volontaire sain au niveau de la

veine du pli du coude a I’aide d’une seringue de 10ml.

Toute agitation excessive des tubes, aspiration trop rapide du sang au cours du prélévement, la
pose prolongée d'un garrot sont éviter pour ne pas hémolyser le sang et donc fausser les

résultats.
Le sang recueilli est partage dans deux tubes :
v’ Le premier tube hépariné pour effectuer nos tests.

v Et un 2°™ tube EDTA pour faire FNS (dans le but de sassurer que les cellules

érythrocytaires ne présentent aucune anomalie et qu'elles soient dans les normes).

1. Prélevement dusang  2.Recueil du sang dans 2tubes 3.Centrifugation
au niveau de la veine du pli
de coude.

Figure 28 : Les étapes de prélevement sanguin
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111.3.2.Préparation de la suspension du travail

v

AN N NN

Le tube est centrifugé a 4000 tours par minutes pendant 5 minutes.
Elimination et remplacement du plasma par la solution de lavage glacée.
Mélanger doucement pour éviter I’hémolyse mécanique.

Un 2°™ lavage est nécessaire pour éliminer toute trace du plasma.
Centrifuger et éliminer le surnageant et le remplacer par la TPBS.

Meélanger delicatement, ¢’est notre échantillon qu’on va étudier.

Centrifuger 2 lavages +TPBS
—> ‘>
5min
4000tours
Préléevement Eliminer le La suspension de

sanguin surnageant travail

Figure 29 : Préparation de I’échantillon de travail

Nous avons effectué 5 tests :

Test 1 : I’effet de cisplatine sur la libération de 1’Hb en fonction du temps.

Test 2 : ’effet de cisplatine a différentes concentrations (5mg,2.5 mg ,1.25 mg)sur
la libération de I’Hb en fonction du temps.

Test 3 . ’effet de I’albumine (antioxydant) a la concentration de 5g /L sur la

libération I’Hb en présence et en absence de cisplatine en fonction du temps.

Test 4 : ’effet de I’albumine a différentes concentrations sur I’Hb en présence et
en absence de cisplatine en fonction du temps.

Test 5 : I’effet de pré incubations :

v Le premier cas : le pré incubation de sérum albumine humaine (10 g, 30 g, 50 g)

avec le cisplatine avant I’addition de GR.

v Le deuxieme cas : la pré incubation de sérum albumine humaine (10g, 30g, 500)

avec la suspension cellulaire avant 1’addition de cisplatine.
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e Test 1: Effetde cisplatine sur I’Hb en fonction du temps

On prend 1 ml de la suspension du travail apres agitation et on ajoute 9 ml de tampon

phosphate 100mmol ph : 7,4.

Au total on a un volume de 10 ml, on partage la suspension tamponné dans deux pots
stériles chacun contient 5ml. pour le 1% pot on ajoute 5ml d’eau physiologique, et pour le

2éme 5ml de cisplatine.

1 mldela
suspension +
9 ml de tampon

phosphate
100mmol ph : 7,4.

5mldela 5ml de la
suspension suspension + 5ml
tamponnée + 5ml de cisplatine
de ’eau

physiologique

Figure 30 : Preparation des deux pots (avec et sans cisplatine)
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répare une série de tube correspondant aux temps (TO, T30, T60, T90, T 120, T180).

KTO : 0 minutes.
T30 : 30minute.

T60 : 60 minutes [ En présence de cisplatine }

T120 : 120 minutes.
T180 :180 minutes.
N

On prépare une deuxiéme série des tubes en absence de cisplatine (présence de 1’eau

physiologique).

<

TO 0 : minutes.
T30 :30minute.
T60 : 60 minutes [ En absence de cisplatine }
T 90 : 90 minutes.

T120 :120 minutes.

T180 :180 minutes.
N

Pour chaque pot, On prend 1 ml et on ajoute 2ml de solution de lavage glacée.

On centrifuge chaque tube au temps précis (4000 tr/min pendant 5 min) et pour
chaque tube préparé on sépare le surnageant du culot :

v Le surnageant pour le dosage de I’Hb par méthode spectrophotométrie et LDH.

v" le culot : On récupére le culot dans 1 ml d’eau distillée puis on agite a 1’aide du
vortex afin de lyser les cellules pour doser les ions [K+] a I’aide d’un

ionomeétre.
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1 ml de la suspension de
travail + 2ml de la
solution de lavage dans
chaaue tube.

TO T30 T60 T90 T120 T180

Centrifugation

«—| Lesurnageant ———> Dosage de
I’Hb et LDH

' “  Leculot [|——>>| Dosage [K+]

Figure 31 : Preparation des tubes de premier test : Effet de cisplatine sur I’Hb
en fonction du temps
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o Test 2 : L’effet du cisplatine a différentes concentrations (5mg, 2,5mg, 1.25mg)

sur ’Hb en fonction de temps : 1mg de cisplatine — 1ml de la solution

- On prend 1 ml de la suspension cellulaire et on ajoute 4 ml du tampon phosphate et

5ml d’eau physiologique (témoin).

- On prend 1 ml de la suspension cellulaire et on ajoute 4 ml du tampon phosphate et

5ml du cisplatine (5mg).

- On prend 1 ml de la suspension cellulaire et on ajoute 2 ml du tampon phosphate et

2.5 ml du cisplatine (25mg)+ 4.5ml d’eau physiologique.

- On prend 1 ml de la suspension cellulaire et on ajoute 4.ml du tampon phosphate et

1.5 ml du cisplatine (1.5mg) + 3.5ml d’eau physiologique.

On prépare une serie des tubes a différents temps comme les tests précédents.

5ml (5mg
de 4.5 ml de 3.5ml de

Sml de I’eau I’eau I’eau
physiologique | Cisplatine | physiologique = physiologique

2.5ml de 1.5ml
cisplatine isplatine

2mi
. 4 ml 4ml aml

Tampon phosphate

»
>

1ml de la suspension
cellulaire.

Témoin Tube (1) Tube (2) Tube (3)

Figure 32 : Etape de préparation des tubes de cisplatine
a différentes concentrations
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e Test 3: L’effet de ’albumine sur I’Hb en présence et en absence du cisplatine
en fonction de temps :

- On prend 1 ml de la suspension cellulaire et on ajoute 2.5 ml (10g) de HSA et 6.5
ml de tampon phosphate (100mmol ph : 7.4).

- Au total on obtient un volume de 10 ml, on partageant la suspension tamponné
dans deux pots stériles chacun contient 5ml. le 1% pot on ajoute 5ml d’eau
physiologique, et le 2°™ 5ml de cisplatine.

- la préparation une séries de tubes a différents temps : TO, T30, T60, T90, T 120.

Dans chaque tube on met 1ml de la suspension de travail et on ajoute 2ml de la

solution de lavage glacée.

- Centrifuger chaque tube (4000 tr/min pendant 5 min).
- Apres centrifugation, on fait le dosage de I’Hb et LDH et K+.
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.

6.5 ml de tampon phosphate (100mmol ph : 7.4)
—
2.5 ml de HSA >
1 ml de la suspension cellulaire >
= 10ml de la suspension tamponnée
5ml de la 5ml de la
suspension suspension
tamponné tamponné
+ +
S5ml de I’eau 5ml de
physiologique cisplatine
Potl Pot 2

Figure 33 : Etape de préparation des tubes d’albumine en présence
et en absence de cisplatine

56 |




Matériels et Méthodes

o Test 4 :L’effet de I’albumine a différentes concentrations sur ’Hb en présence
et en absence de cisplatine en fonction du temps :
On travail avec différentes concentrations : 10g, 5g, 2.5g, 1.25g
- Laconcentration 10g :
1 ml de la suspension cellulaire + 5 ml de HSA (10g) et 4 ml de tampon phosphate
(100mmol ph : 7.4) (tube 1) :

4 ml de \

tampon 5ml de la
phosphate suspension
(200mmol tamponnée +
ph =7) / 5 ml de I’eau
physiologique
=10 ml
5ml de Pot 1
(109) o
HSA J
suspension
cellulaire
5ml de la
suspension
tamponnée +
Tube (1) / 5ml de
cisplatine
Pot 2
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- Laconcentration 59 :
1 ml de la suspension cellulaire + 2.5 ml de HSA (5g) et 6.5 ml de tampon phosphate
(200mmol ph : 7.4). tube (2) :

6.5 ml de\

tampon 5ml de la
?P;g&ﬁ;? suspension
ph =7) =10ml tamponn’ee 0
Et on partage en 2 pots : 5 ml de eau
> physiologique
2.5ml de
HSA (5g)
1ml de la Pot 1
suspension
cellulai re/
Tube (2) 5ml de la
suspension
tamponnée +
5ml de
cisplatine
Pot 2
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- Laconcentration 2.59 :

1 ml de la suspension cellulaire + 1.25 ml de HSA

(2.59) et 7.75 ml de tampon
phosphate (100mmol ph : 7.4). tube (3) :

\

7.7.5 ml de 5ml de la
tampon suspension
phosphate tamponnée +
(100mmol S ml de I’eau
ph =7) physiologique
=10ml
1.25ml de ‘ > .
Et artage en 2 pots : Pot 1
HSA P J P
(2.59)
1ml de la
suspension 5ml de la
cellulaire suspension
tamponnée +
Tube (3) 5 ml de
cisplatine
Pot 2
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- Laconcentration 1.25¢ :

Iml de la suspension cellulaire + 0.625 ml de HSA (1.25g) et 8.375 ml de tampon
phosphate (100mmol ph : 7.4). tube (4) :

8.375ml de\

tampon 5ml de la

phosphate suspension
(200mmol tamponnée +
ph=7) 5 ml de I’eau
physiologique

0.625ml de
HSA
10 mi Pot 1

(1.259g)
Et on partage en 2 pots :

1ml de la
suspension
cellulaire 5ml de la
/ suspension
tamponnée +
5ml de

Tube (4) cisplatine

7

Pot 2

Figure 34 : Schéma représentatif de Test 4 :L’effet de I’albumine a différentes
concentrations en fonction du temps :

Pour chaque tube on a au total un volume de 10 ml, on partage la suspension
tamponné dans deux pots stériles chacun contient 5ml. pour le 1* pot on ajoute 5ml
d’eau physiologique, et pour le 2éme Sml de cisplatine.

On prépare une série de tubes a différents temps : TO, T30, T60, T90, T 120. et pour
chaque tube on prend 1ml de la suspension de travail et on ajoute 2ml de la solution de
lavage glaceée.

Centrifuger (4000 tr/min pendant 5 min) pour chaque tube préparé on sépare le
surnageant du culot.

Le dosage de I’Hb par méthode spectrophotométrie, LDH et le culot pour le dosage de

potassium.
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e Test5: les pré incubations :

Le premier cas : la pré incubation de sérum albumine (10 g, 30 g et 50 g) humaine avec le

cisplatine avant ’addition de GR:

HSA(10g, 30et
50g)+ 5ml du
cisplatine HSA(10g, 30et
50g)seule

Incubation a température ambiante pendant 15min

HSA (10g, 30et

50g) +5ml du
cisplatine + HSA (10g, 30et
le culot 50g)seul + le

culot

Incubation a température ambiante pendant 15min

1ml de la suspension U U
2ml de la solution de la

Solution de lavage glacée

TO T60 T120 TO T60 T120

Centrifugation des tubes 5min (4000 tours)

Dosage d e I’'Hb et LDH

Figure 35: Etape de la préincubation de HSA avec le cisplatine
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Le deuxieme cas: la préincubation de serum albumine humaine avec la suspension

cellulaire fille avant I’addition de cisplatne :

HSA(10g, 30et HSA(10g, 30et
50g)+ le culot 50qg) + le culot

Incubation a température ambiante pendant 15min

HSA(10g, 30et HSA(10g, 30et
50g)+ le culot + 50g) + le culot
5ml de cisplatine

Dosage : de I’Hb, LDH.

Figure 36 : les étapes de la préincubation d’HSA avec la suspension cellulaire.
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Résultats et interprétation

IV. Résultats et interprétations

Toutes les expériences ont été menées dans les mémes conditions de travail ; a T° ambiante
etapH7,4.

L’effet du sérum albumine sur la toxicité du cisplatine vis-a-vis les globules rouges a été
suivi d’'une part par la perturbation de la perméabilité membranaire aux ions K+ (ion
intracellulaire par excellence) d’autre part par la libération de 1’hémoglobine Secondaire a

I’hémolyse.
IV.1. Test 1 : L Effet de cisplatine (5mg/L) sur le taux I’Hb libéré en fonction

du temps

Le taux d'Hb

0,45

0,4 /

0,35 / =—&—avec cisplatine
0,3

0,25
0.2 / —B—sans cisplatine——

0,15 r‘/.(/
0,1 -

008 _?./.g-_.

O T T T T T T T T T T T T
0 30 60 90 120 150 180

le temps (min)

Figure 37 : Effet du cisplatine sur I’Hb libéré en fonction du temps

| avec cisplatine E sans cisplatine
Le taux d'hémolyse

Y0
38,2

Figure 38 : Histogramme de I’effet du cisplatine sur I’Hb libéré dans le milieu
extérieur en fonction du temps
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v A T =0, nous avons remarqué que la concentration d’Hb différe dans les deux

milieux (avec et sans cisplatine).
v La concentration est plus élevée dans le milieu contenant le cisplatine.

v' Dés la 90éme minutes cette concentration augmente de facon remarquable en
présence du cisplatine alors qu’elle reste presque stable dans le 2éme milieu(en

absence de cisplatine) au cours du temps.

=o—2avec cisplatine
Le taux LDH

18 mmol/L ==sans ciplatine

16

14 —
iz _AA—O/

/I

O N M O ®
!

0 30 60 90 120 150 180

Le temps (min)

Figure 39 : Effet du cisplatine sur LDH libéré de GR endommagé au cours du temps

m avec cisplatine m sans ciplatine
Le taux LDH
%
. 15 15,5
14,5
11 o 11,5
10 1U,0
7,5
5
4 ’
3,5 3
2
0 30 60 90 120 150 180
Le temps ( min)

Figure 40 : Histogramme de 1’effet du cisplatine sur LDH libéré dans le milieu
extracellulaireau cours du temps
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Nous avons remarqué que le taux LDH augmente d’une maniere plus marqués en présence
de cisplatine au cours du temps, alors en absence de cisplatine le taux LDH reste presque

stable au cours du temps.

[K+]intracellulaire ] _ ] )
0.9 mmol/I =¢=avec cisplatine  =l=sans cisplatine

- ==
0,8 —_—

0,7 —

0,6 O

0,5 _—

0,4

0,3

0,2

0,1

0 T T 1
0 60 180 L€ temps (min)

Figure 41: Effet du cisplatine sur la [k+]intracellulaire au cours du temps.

Les concentrations intracellulaires en potassium ont diminué des la 20eme minute et cette
diminution est trés remarquable au temps (180 minute) dans I’échantillon avec le

Cisplatine.

IV.2.Test 2 : L’effet des différentes concentrations du cisplatine en fonction du

temps :
Le taux d'Hb =¢=—5mg du cisplatine
0,25 —8—2.5mg du
cisplatine
02 ==1.5mg du
cisplatine
0,15 .
’ =>&=témoin
— e /.
A
N //V
0,05 :
0 T T T T 1
0 30 60 90 120 Letemps (min)

Figure 42 : Effet des différentes concentrations du cisplatine sur [Hb]
au cours du temps
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Le taux d'Hb %

m5mg du cisplatine  ®2.5mgdu cisplatine = 1.5mg du cisplatine  ®témoin

20

0 30 60 920 120

Le temps (min)

Figure 43 : Histogramme de D’effet des différentes concentrations du cisplatine
sur Hb au cours du temps.

L’augmentation du taux d’Hb est proportionnelle a I’augmentation des concentrations du

cisplatine au cours du temps car elle est plus élevée a la concentration 5mg.

Le taux LDH
=0—5mg du cisplatine —#=2.5mg du cisplatine ==1.5mg du cisplatine =<=Témoin
16
14
12 /
‘*
10 >
8 /.//.
6 /
a4
2 -
0 T T T T 1
0 30 60 920 120
Le temps (min)

Figure 44 : Effet des différentes concentrations du cisplatine sur le taux de LDH
au cours du temps.
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Le taux LDH %
m 5mg du cisplatine m 2.5mg du cisplatine = 1.5mg du cisplatine = Témoin

13,6

0 30 60 20 120 .
Le temps (min )

Figure 45 : Histogramme de D’effet des différentes concentrations du cisplatine sur le
taux de LDH au cours du temps.

Le taux LDH est plus marqué a pour la concentration 5mg en fonction du temps par

rapport le reste des concentrations.

IV.3.Test 3: L’effet de I’albumine en présence et en absence de cisplatine en

fonction du temps :

Taux d'Hb =¢=—cisplatine + HSA =l—cisplatine === HSA

0,06

0,05 "
—
/

0,04
0,03

0,02

0,01 4

0 T T T
0 30 60 90 120 Le temps (min)

Figure 46: Effet du cisplatine sur [Hb] en présence et en absence de HSA
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Le taux

d'hémolyse % m HSA + cisplatine

m Cisplatine

= HSA

56
2,0

30 60 920

120

le temps (min)

Figure 47 : Histogramme de I’effet du cisplatine sur [Hb] en pré
de HSA au cours du temps .

Nous avons remarqué une augmentation du taux de I’Hb dés la 45°™
milieux (cisplatine seul, HSA seul et cisplatine + HSA) mais cette

importante dans le milieu sans HSA (cisplatine seul ) .

sence et en absence

minute dans les trois

augmentation est plus

Le taux LDH == Cisplatine+ HSA —i— Cisplatine ==fe=HSA
1@pmole/L
* T == __./.
10 = —
8 /
6 /
4 /
‘/‘/Ak'
/
2 &
0 T T T T 1
0 30 60 20 120

Le temps (min)

Figure 48 : Effet du cisplatine sur le taux de LDH en présence et en absence de HSA au

cours de temps.
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Le taux LDH

m Cisplatine+ HSA

m Cisplatine

HHSA

30

60 920

Lel@0nps (min)

Figure 49 : Histogramme de : I’effet du cisplatine sur le taux de LDH en présence et

en absence de HSA au cours du temps

Le taux LDH augmente dans les trois milieux (Cisplatine seul, HSA seul et cisplatine +

HSA), cette augmentation est tres faible en présence d’HSA seul, par contre elle est plus

¢levée en présence d’HSA et le cisplatine (a T = 90 minute) mais cette augmentation reste

moins remarquable par rapport au milieu contenant le cisplatine seul .

k+
0.9 [k] —o—Cisplatine +HSA =i—Cisplatine =d—=HSA
018 E‘ ‘*
0,7 O _.‘
0,6 —
0,5 il
0,4
0,3
0,2
0,1
0 T T 1
0 60 180 .
Le temps (min)

Figure 50 : Effet du cisplatine sur la [k+] en présence et en absence de HSA

La sortie de potassium est plus importante dans le milieu sans HSA (cisplatine seul) dés la

30° minute.
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IV.4. Test 4 : L’effet de I’albumine a différentes concentrations : 10g, 5g, 2.5g,

1.25¢ sur la toxicité de cisplatine au cours du temps

Le taux d'Hb =0—1.25 g HSA + cisplatine =—2.5g HSA + cisplatine
==5g HSA + cisplatine =>e=10g HSA + cisplatine

0,35

0,3 /
0,25

0 30 60 90 120 180

Le temps (min)

Figure 51 :Effet des concentrations de HSA sur I’Hb
en présence de cisplatine au cours du temps

Le taux d'hémolyse m 1.25g HSA + cisplatine m 2.5g HSA + cisplatine
1 5g HSA + cisplatine m 10g HSA + cisplatine
0,3

0,04

0,0004
0,00.08001 019,01 0,006

0 30 60 90 120 180

Le temps (min)

Figure 52 : Histogramme de I’effet des concentrations de HSA sur I’Hb
en présence de cisplatine au cours du temps.

Nos avons remarqué que le taux d’Hb augmente au cours du temps a différente
concentrations d’HSA, elle est plus élevée pour la concentration 1.25 g, alors qu’elle est

plus faible pour la concentration 10g.
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Le taux LDH =4—1.25 g HSA+ Cisplatine ==2.5 g HSA +Cisplatine
gmmoI/L —=5g HSA + Cisplatine =>=10g HSA + Cisplatine
8 -
6 ///./
5
4 A
3 e
2 A
1 R
S
0 T T T T T 1
0 30 60 90 120 180
Le temps (min)

Figure 53: Effet du cisplatine sur le taux LDH
en présence de différentes concentrations de HSA

m1.25 g HSA+ cisplatine m 2.5 g HSA + cisplatine = 5g HSA + cisplatine m10g HSA + cisplatine

Le taux LDH 85

%4

0 30 60 90 120 Lggtemps (min)

Figure 54 : Histogramme de : I’effet du cisplatine sur le taux LDH
en présence de différentes concentrations de HSA

Le taux LDH augmente a pour la concentration (10g) v = 5ml d’une maniére plus faible
par rapport aux autres concentrations d’HSA.
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[K+] =4=—1.25g HSA + Cisplatine =fi—2.59 HSA+ Cisplatine
intracellulaire =50 HSA + Cisplatine =>=10g HSA + Cisplatine
1 mmol/l
0,9 ——
0,8 e —————
0,7 e — —
0,6 O
0,5 —i- _ —i
0,4 — ———— o
0,3 —
0,2
0,1
0 T T T
0 60 120 180
Le temps ( min)

Figure 55: Effet du cisplatine sur la [K+] en présence de différentes doses de HSA

La diminution du potassium intracellulaire est moins marquée a la concentration 10g

par rapport aux autres concentrations d’ HSA.
IV.5.Test 5 : les préincubations

Comparaison entre la préincubation de Cisplatine avec I’albumine et celle de

Cisplatine avec les cellules :

=&=préincubation HSA avec les cellules == préincubation HSA avec le cisplatine
Le taux d'Hb
0,08
0,07 \
0,06
\

0,05 o — —
0,04
0,03
0,02
0,01

0 T T 1

10 30 50
La concentration d'"HSA (g)

Figure 56: Comparaison de taux d’Hb entre les deux préincubations
a différentes concentrationsa T = 0.
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Le taux H préincubation avec les cellules m préincubation avec le cisplatine
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Figure 57 : Histogramme de comparaison du taux d’Hb
entre les deux préeincubations a différentes concentrationsa T = 0.

=—o—préincubation HSA avec les cellules —#=préincubation HSA avec le cisplatine
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Figure 58: Comparaison de taux d’HB entre les deux préincubations a différentes
concentrations a T = 60 min
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Le taux
d'hémolyse
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10 30 50
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Figure 59 : Histogramme de la comparaison de taux d’HB entre les deux
préincubations a différentes concentrations a T = 60 min

=== préincubation HSA avec les cellules == préincubation HSA avec le cisplatine
Le taux d'Hb

0,08

0.07 \

0,06 .\\r\

0,04

0,03

0,02

0,01

0 T T 1
10 30 50
la concentration d'"HSA (g)

Figure 60: Comparaison de taux d’HB entre les deux préincubations
a différentes concentrations a T = 120 min
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m préincubation avec les cellules m préincubation avec le cisplatine
Le taux d'Hb

6,9

10 30 50

la concentration d'HSA (g)

Figure 61 : Histogramme de la comparaison du taux d’Hb entre les deux
préincubations a différentes concentrations a T = 120 min

Il y’a effectivement une fuite de I’Hb dans les deux milieux mais 1’effet protecteur est plus

marqué lorsque il y’a la préincubation de HSA avec le cisplatine.

=¢— préincubations HSAavec les cellules ==préincubations HSA avec le cisplatine
Le taux LDH
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12—
— %
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8 — ——
— |
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Figure 62 : Comparaison de taux LDH entre les deux préincubations a différentes
concentrationsa T = 0.
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Le taux LDH m préincubations avec les cellules m préincubations avec le cisplatine
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Figure 63 : Histogramme de la comparaison de taux LDH entre les deux
préincubations a différentes concentrationsa T = 0.

=¢—préincubation HSA avec les cellules == préincubation HSA avec le cisplatine
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Figure 64 : Comparaison de taux LDH entre les deux préincubations a différentes
concentrationsa T = 60min.
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m préincubation avec les cellules m préincubation avec le cisplatine
Le taux LDH

13
12

10 30 La concemjgation d'"HSA (g)

Figure 65 : Histogramme de de la comparaison de taux LDH entre les deux
préincubations a différentes concentrationsa T = 0.

Le taux LDH == préincubation HSA avec les cellules
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Figure 66 : Comparaison de taux LDH entre les deux pré incubations a différentes
concentrationsa T = 120 min.
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® préincubation avec les cellules m préincubation avec le cisplatine
Le taux LDH

1=
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Figure 67 : Histogramme de la comparaison de taux LDH entre les deux pré
incubations a différentes concentrations a T = 120 min.

Il est diminué dans les deux milieux mais la diminution est plus importante ou il y’a la pré

incubation de HSA et le cisplatine.
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Discussion

Le travail fait au sein du service de biochimie CHU Tlemcen a été confronté a des

contraintes, notamment :

- Lanon disponibilité d’ionogramme au sein de service de biochimie.

- Une telle étude nécessite un approfondissement et une réalisation in vivo.

A partir des données de ce travail ; I’effet d’HSA sur la toxicité de cisplatine . les points

importants suivants se dégagent :

a-

Le cisplatine a un effet d’une part sur la perméabilité de potassium de globule
rouge d’autre part induit un effet hémolytique non négligeable , plus de 35%
d’hémolyse sont obtenus apres 180 minutes d’incubation a température ambiante en
présence d’une concentration de Smg . cet effet d’hémolyse est visiualisé aussi bien
par la libération d’Hb que celle de LDH.

-cet effet hémolytique direct de cisplatine est trés peu rapporté dans la littérature ;
peu de cas de syndrome hémolytique et urémique ont été rapporté.

Ce qui habituellement rapporté; ce sont les cas d’anémie par effet
myélosuppresseur ou par un effet direct sur la production tubulaire rénale de
I’érythropoiétine depuis plusieurs années .

L’induction des perturbations membranaire de globule rouge par le cisplatine est
concentrations dépendantes en effet ( figures 43 ; 44; 45 ) on constate une
augmentation de 1’effet toxique de cisplatine lorsqu’on fait varié la concentration
de cette drogue (1.5 a 5mgQ)

L’addition de la sérum albumine humaine a la concentration 5 g réduit la fuite de
potassium et 1’hémolyse .

La réduction de la toxicité de cisplatine par la sérum albuine humaine est
concentration dépendante en effet comme indique les figures 51 ; 53 a 120 minutes
d’incubation 1’hémolyse.

Enfin on préincubant 15minutes de cisplatine avec HSA avant 1’addition de globule
rouge on obtient une réduction significaive de I’effet hémolytique induit par le
cisplatine.

Cette observation attire 1’attention sur le mode de préparation de la solution de

cisplatine a injecter aux patients .
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Discussion

Il serait en effet plus judicieux d’envisager de préincuber le cisplatine avec HSA
avant de I’injecter aux malades.

Concernant le mécanisme proprement dit la réduction de la toxicité de cisplatine
par HSA , la question qui se pose est de savoir si I’effet protecteur de HSA est due
a un simple fait de fixation de cisplatine sur la protéine et donc est lié a une
réduction de la quantité de « cisplatine libre » qui agresserait alors le globule rouge
ou si HSA a un effet protecteur par action antioxydant «action habituellement
reconnue a cette protéine » ou si les deux mécanismes sont impliqués en méme
temps .

Dans ce dernier cas il s’agirait alors de déterminer la part de ce qui revient a chacun
de ce deux mécanismes.

-une autre remarque notable c’est ’importance de la fuite immédiate de potassium
induite par 1’addition de cisplatine ; ce résultat doit attirer notre attention sur un

suivi précoce de I’ionogramme sanguin et de la kaliémie en particulier .
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Conclusion

Conclusion

Le cisplatine conserve une place essentielle en chimiothérapie anticancéreuse, son domaine
d’activité est vaste, il est principalement employé pour traiter les cancers de la vessie, les
ovaires et des testicules ; il est prescrit seul ou en association avec d’autres médicaments

antinéoplasiques mais son importante toxicité pour 1’organisme limite son utilisation.

D’aprés notre étude nous avons essayé de diminuer les effets toxiques de cisplatine en

administrant I’albumine pour ces propriétés antioxydants.

Apres plusieurs tests réalisés in vitro, on a remarqué que vraiment 1’albumine a un effet

protecteur contre la lyse membranaire due au cisplatine.

Selon les résultats, nous avons remarqué qu’il y a une réduction de la toxicité de le
cisplatine sur les globules rouge, en présence du sérum albumine humaine, d’une part par
la diminution de la fuite de K+ intracellulaire et d’autre part par la diminution de taux

d’hémolyse.

Ces résultats montrent clairement la nécessité de poursuivre les travaux sur 1’effet
antioxydant du sérum albumine humaine sur la toxicité du cisplatine dans 1’espoir d’aller
en une amélioration de I’index thérapeutique et ¢laborer d’une nouvelle formulation du

cisplatine.
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Résumé :

Le cisplatine est I’'un des produits majeurs de la chimiothérapie anticancéreuse administré par voie
parentérale , La toxicité de ce médicament est importante et centré sur I’atteinte rénale et auditive qui
limite son utilisation.

Les résultats retrouvent que le sérum albumine humaine diminue la toxicité de cisplatine sur le globule
rouge illustré par la diminution du taux d’hémolyse et la perméabilité des ions K+.

Cette étude a apporté la preuve de I’effet protecteur de I’albumine contre la toxicité de cisplatine sur le
globule rouge.

Mots clés : cisplatine, globule rouge, hémolyse, aloumine, LDH, K+.

Abstract:

Cisplatin is one of the major products of anticancer chemotherapy administered parenterally.
The toxicity of this drug is important and focuses on the renal attack and hearing what limits its
utilisation .

The results show that human serum albumin decreases the toxicity of cisplatin on the red blood cell
illustrated by the decrease in the rate of hemolyse and the permeability of K + ions.
This study provided evidence of the protective effect of albumin against the toxicity of cisplatin on the
red blood cell.

Key words: Cisplatin, Red globule, Hemolyse, Albumine, LDH
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