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Résumé :
Les lymphomes malins sont un groupe de cancers tissulaires lymphoides, ganglionnaires ou
extra-ganglionnaires associés a la transformation néoplasique d'une cellule lymphocytaire. Ce
groupe de tumeurs malignes hématologique présente une prédominance masculine. La
maladie de Hodgkin et le lymphome non hodgkinien sont classiquement distingués. Le but de
notre travail est d'identifier l'influence de la chimiothérapie sur le statut oxydatif chez les
enfants atteints de lymphome en analysant certains parameétres du stress oxydatif (MDA,
protéines carbonyles, catalase et glutathion). Le recrutement de I’ensemble des patients a été
réalisé au niveau du service de pédiatrie B de I’hopital de Beni Messous. L'étude a inclus 19
enfants atteints du lymphome de Hodgkin et 21 avec lymphome de Burkitt et 50 témoins dans
le méme groupe d'age. Nos résultats montrent des niveaux élevés de marqueurs d'oxydation
des malondialdehydes et protéines carbonylées par rapport aux témoins , et des taux plus
¢levés en comparant les patients avant et aprés la chimiothérapie. En ce qui concerne le
systéeme de défense antioxydant, les patients ont de faibles niveaux de I’activité catalase, et
glutathion réduit par rapport aux témoins et des niveaux inférieurs aprés la chimiothérapie. En
conclusion, la plupart des agents chimiques utilisés dans la chimiothérapie des lymphomes
malins ont des effets secondaires, ils sont considérés comme des générateurs de ROS et une

cause majeure de déséquilibre du rapport oxydatif/ état antioxydant.

Mots-clés : chimiothérapie , lymphome infantile , lymphome non hodgkinienne, maladie de
Hodgkin, malondialdehyde, protéines carbonylées, stress oxydatif.



Summary:

Malignant lymphomas are a group of lymphoid, ganglionic or extra-ganglionic tissue cancers
associated with the neoplastic transformation of a lymphocyte cell. This group of malignant
haematological tumors is predominantly male. Hodgkin's disease and non-Hodgkin's
lymphoma are classically distinguished. The aim of our work is to identify the influence of
chemotherapy on the oxidative status in children with lymphoma by analyzing some
parameters of oxidative stress (MDA, protein carbonyls, catalase and glutathione). All
patients were recruited at the pediatric B department of Beni Messous Hospital. The study
included 19 children with Hodgkin's lymphoma and 21 with Burkitt's lymphoma and 50
controls in the same age group. Our results show high levels of oxidation markers of
malondialdehydes and carbonylated proteins compared to controls, and higher rates by
comparing patients before and after chemotherapy. With respect to the antioxidant defense
system, patients have low levels of catalase activity, and reduced glutathione compared to
controls and lower levels after chemotherapy. In conclusion, most of the chemical agents used
in the chemotherapy of malignant lymphomas have side effects, they are considered as
generators of ROS and a major cause of imbalance of the oxidative ratio / antioxidant state.
Keywords: chemotherapy, childhood lymphoma, non-Hodgkin Iymphoma, Hodgkin's

disease, malondialdehyde, carbonylated proteins, oxidative stress.
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Liste des abréviations :

ABVD Adriamycin Blenoxane Velbe et DTIC

ADN Acide Desoxyribo Nucléique

CAT Catalase

CAF Carcinome Associ¢ au Fibroblaste

CHOP Cyclophosphamide Hydroxyadriamycine Oncovin et Prednison
CLP Common Lymphoid progenitor

COPDAC Cyclophosphamide Vincristine Prednisone et Dacarbazine

COoPP Cyclophosphamide vincristine prednisone et Chlorhydrate de
procarbazine

Cttl Cytoplasmic catalase T

EBV Epstein-Barr Virus

EMT Epithelial — Mesenchymal Transition

ETP Early Thymic progenitor.
HIV Human Immunodeficiency Virus
H pylori Helicobacter pylori

HTLV Human T-lymphotropic virus
Ig Immunoglobuline
GPx Glutathion Peroxydase

LH Lymphome Hodgkinien



LNH
LLC
MDA
MOPP
NADH
NK

0y
OMS
PUFA
RAG 12
ROS
SNC
TBARS
TGF-B

SOD

Lymphome non Hodgkinien
Leucémie lymphocytaire chronique
Malondialdehyde
Méchlorométhine Oncovin Procarbazie et Prédnisolone
dihydronicitinamide Adenine Dinucleotide
Natural Killer
Anion Superoxyde
Organisation Mondiale de la Santé
Polyunsaturated Fatty Acid
recombination activating gene
Reactive Oxygen Species
Systéme Nerveux Central
Thiobarbituric acid reactive substances
transforming growth factor 3

Super Oxyde Dismutase



Glossaire :

Adénopathie : c’est-a-dire I’apparition a sa surface d’une tumeur de taille supérieure a 1
cm de diametre ; néanmoins, on parle plus spécifiquement d’adénopathie lorsque c’est un
ganglion lymphatique qui est concerné et qu’il augmente de volume (il devient alors
palpable).

Agent alkylant : il forme des liaisons covalentes avec les nucléotides de la chaine
d’ADN et inhibe la réplication.

L’anneau de Waldeyer : Zone annulaire de tissu lymphoide formée par les amygdales
palatines et laryngées avec les follicules lymphatiques adjacents.

Antioxydants : sont des molécules qui empéchent 1’oxydation de certaines substances
chimiques.

Centre germinatif: Zone d’un follicule d’un organe lymphoide secondaire (rate,
ganglion lymphatique) dans laquelle les lymphocytes B activés sont en prolifération
intense.

Le CSH est considéré comme la cellule souche adulte paradigmatique car il peut se
différencier en tous les types de cellules sanguines. Les CSH sont rares - moins d'un CSH
est présent par 5 104 cellules dans la moelle osseuse - et leur nombre est strictement
contrdlé par un équilibre entre la division cellulaire, la mort et la différenciation.

Cellule Popcorn : cellules atypiques « lymphohistiocytaires », a noyau lobé au sein des
follicules lymphoides en transformation. Ces cellules n'ont pas l'aspect morphologique
des cellules de Reed Sternberg « diagnostiques ».

Cellule de Reed Sternberg : Cellule tumorale géante signant la maladie de Hodgkin
classique. Son cytoplasme est fortement chromophile, le noyau est énorme, typiquement
bilobé, en «masque de carnaval» Son aspect est facile a identifier au sein d’un
adénogramme ou d’une coupe histologique devant une volumineuse cellule de 30 a
100um, a haut rapport nucléocytoplasmique.

Commutation de classe : Est un processus qui lors de la maturation d’un lymphocyte B
permet de changer I’isotype de I’immunoglobuline produites.

Diaphragme :Le diaphragme est un muscle situé entre le thorax et 1'abdomen. Il se
contracte lors de l'inspiration et se décontracte lors de l'expiration.

Endémique : Ce qui est particulier a une localité ou une région donnée.

Fibrose : augmentation anormale de la quantité de tissu conjonctif fibreux dans un tissu

Ou un organc.



Follicule lymphoide : Sont de grosses formations arrondies de consistance dure,
constituées d’éléments et de cellules réticulaires entassées appartenant au tissu
lymphatique renferment des lymphocytes.

Ganglion lymphatique : Les ganglions lymphatiques sont de petits organes arrondis,
disséminés partout dans l'organisme sur le trajet de la circulation de la lymphe, la
principale fonction des ganglions lymphatiques est de déclencher rapidement des
réactions de défense en cas d’arrivée dans 1’organisme d’agents extérieurs type virus ou
bactéries.

Hémopathie : L'hémopathie désigne les maladies du sang qui touchent les érythrocytes,
les leucocytes et les plaquettes.

Les lymphocytes : sont les principaux acteurs de la réponse immunitaire adaptative. Ils
représentent 20% a 40% des globules blancs circulants et 99% des cellules de la lymphe.
Les lymphocytes peuvent €tre largement subdivisés en trois grandes populations sur la
base de diffé- rences fonctionnelles et phénotypiques : les lymphocytes B (cellules B), les
lymphocytes T (cellules T) et les cellules tueuses naturelles (NK).

Le lymphocyte B (cellule B) a dérivé sa désignation de lettre de son site de maturation,
dans la bourse de Fabricius chez les oiseaux ; le nom s'est avéré étre approprié, car la
moelle osseuse est son principal site de maturation chez les humains, les souris et de
nombreux autres mammiferes. Les cellules B matures se distinguent nettement des autres
lymphocytes et de toutes les autres cellules par leur synthése et la présentation du
récepteur des cellules B (BCR), une molécule d'immunoglobuline (anticorps) li¢e a la
membrane qui se lie a I'antigéne.

Les lymphocytes T: (cellules T) tirent leur désignation de lettre de leur site de
maturation dans le thymus. Comme la cellule B, la cellule T exprime un récepteur unique
de liaison a l'antigéne appelé le récepteur des cellules T. Cependant, contrairement aux
anticorps membranaires sur les lymphocytes B, qui reconnaissent les antigénes solubles
ou particulaires, les récepteurs des lymphocytes T ne reconnaissent que les fragments
d'antigéne traités (typiquement les peptides) liés aux protéines membranaires appelées
molécules du complexe majeur d'histocompatibilité (MHC).

Maladie nodale : Un nodule est une formation anormale, arrondie, palpable dans ou sous
la peau, qui peut étre une tumeur bénigne ou maligne.

Médiastin : est la région de la cage thoracique située entre les deux poumons contenant
le cceur, I’cesophage, la trachée et les bronches souches.

La moelle osseuse est un organe lymphoide primaire qui favorise 1'auto-renouvellement
et la différenciation des cellules souches hématopoiétiques (CSH) en cellules sanguines

matures. Bien que tous les os contiennent de la moelle, les os longs (fémur, humérus), les



os de la hanche (iléon) et le sternum ont tendance a étre les sites les plus actifs de
I'hématopoiese. La moelle osseuse est non seulement responsable du développement et de
la reconstitution des cellules sanguines, mais clle est également responsable du maintien
du pool de cellules souches hématopoiétiques tout au long de la vie d'un vertébré adulte.
Mutation somatique : Une mutation somatique, qui affecte un géne d'une cellule
somatique disparait avec l'individu porteur ; une mutation germinale peut étre transmise a
sa descendance.
Nécrose : est le terme utilisé pour la mort cellulaire non —apoptotique et accidentelle.
Néoplasie : Est un développement anormale des cellules qui proliférent sans bénéficier
d’une fonction ni d’une structure utile a I’organisme
Oncogéne : tout géne cellulaire, appelé proto-oncogéne susceptible de devenir par suite
d’une modification qualitative et quantitative un géne transformant capable de conférer le
phéynotype cancéreux a une cellule normale.
Les organes lymphoides primaires : ce sont le lieu de production développement et la
sélection des lymphocytes. Le thymus et la moelle osseuse sont les deux organes
lymphoides primaires. Dans les organes lymphoides primaires, les lymphocytes T et B :
- se différencient a partir des progéniteurs lymphoides ;
- proliférent ;
- sont sélectionnés.
Les organes lymphoides secondaires sont le lieu d’activation des lymphocytes naifs, et
donc le point de départ de la réponse immunitaire adaptative.
On distingue des organes lymphoides secondaires bien structurés, comme la
rate et les ganglions lymphatiques, et des tissus lymphoides, accumulations de
cellules lymphoides non encapsulées dans un organe, comme les tissus lymphoides
associés aux muqueuses.
Phénotype TdT : L'ADN polymérase terminale désoxynucléotidyl transférase (TdT) est
un marqueur utile des cellules lymphoides primitives, Ces cellules peuvent représenter un
trafic de cellules progénitrices lymphoide entre la moelle osseuse et le thymus,( il est
possible que ces cellules sont des prothymocytes, dérivés de cellules hématopoiétiques de
moelle osseuse et destiné au thymus.).
Population immunodéprimées: L'immunodépression, ou déficit de I'immunité
cellulaire, peut étre définie comme l'incapacité de l'organisme a contrdler un agent
infectieux qui est peu pathogéne et n'induit qu'une infection asymptomatique ou bien

aigué et curable dans la population normale.



progéniteur myéloide-érythroide commun (CMP), qui donne lieu a tous les globules
rouges (la lignée érythroide), les granulocytes, les monocytes et les macrophages (la
lignée myéloide).

un progéniteur lymphoide commun (CLP), ce qui provoque aux lymphocytes B, aux
lymphocytes T et aux cellules NK.

Radical libre : Espéce chimique possédant un électron non appari¢.

Réplication d’ADN : désigne un phénomeéne qui a licu lors de la division cellulaire au
cours duquel une molécule d’ADN parent se produit en deux molécules d’ADN fille
identiques.

Le thymus : est situé en avant du cceur, il involue a 1’adolescence. C’est un organe
entouré d’une capsule conjonctive et bilobé, chaque lobe est divisé en lobules. Dans les

lobules, on distingue deux régions :

Le cortex, la partie externe des lobules, qui contient les cellules lymphoides T

immatures (appelés thymocytes) et en prolifération,

La médulla, sous le cortex, qui contient des cellules T plus matures.
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Introduction :

Les lymphomes malins constituent un groupe hétérogene de prolifération lymphoide
ganglionnaire ou extra-ganglionnaire, lié¢ a la transformation néoplasique d’une cellule lymphocytaire. Ils
représentent la troisiéme cause du cancer chez ’enfant aprés les leucémies et les tumeurs cérébrales, avec
une prédominance masculine. L’intérét particulier porté aux lymphomes est di a I’augmentation de leur
incidence, a une meilleure connaissance de leur développement et aux progrés thérapeutiques permettant
une guérison dans un certain nombre de cas. Deux formes sont distinguées, la maladie de Hodgkin et les
lymphomes malins non hodgkiniens. La maladie de Hodgkin se produit plus fréquemment chez les
adolescents. Deux formes sont distinguées, la maladie de Hodgkin classique qui se caractérise par la
présence de cellules anormales de Hodgkin et/ou de Reed Sternberg et la maladie de Hodgkin a
prédominance lymphocytaire (Jona et al., 2013).Le lymphome malin non hodgkinien est la forme la plus
courante chez les enfants entre 0-5ans. Les principaux types chez I’enfant sont le lymphome de Burkitt
(LB), le lymphome lymphoblastique (LL) et le lymphome a larges cellules (LLC) (Marcotte et al., 2014,
Costas et al., 2014).

Chez I’enfant, les lymphomes se distinguent de ceux de 1’adulte par leur agressivité, leur
caractére diffus, leur haut grade de malignité, une croissance tumorale trés rapide, une localisation extra-
ganglionnaire fréquente ainsi qu’une chimiosensibilité plus importante associée a un trés bon pronostic

sous réserve de polychimiothérapies intensives (Shankland, 2012).

Cependant, ces agents chimiothérapeutiques, utilisés pour détruire les cellules cancéreuses ou
pour empécher leur croissance, provoquent la formation de radicaux libres en raison de leur activité
métabolique et leur efficacité peut étre due a une augmentation des espéces réactives de l'oxygene. La
production excessive de ces radicaux libres contribue au stress oxydatif par une série de réactions en
chaine et affecte diverses macromolécules cellulaires comme les lipides, les protéines et I’ADN (Crohnset
al., 2009). En effet, les réactions de peroxydations libérent différents aldéhydes toxiques dont le
malondialdéhyde. L’attaque des phospholipides membranaires par ces aldéhydes provoquent des dépdts
de lipides oxydés dans les vaisseaux et les tissus agés et la genése de dérivés carcinogenes (Delattre,
2003). De plus, les modifications oxydatives des protéines se traduisent par I’oxydation de la chaine
polypeptidique conduisant a une fragmentation des protéines et 1’apparition des groupements carbonyles

(Blandin et al. 2006).



Dans le cadre de suivi thérapeutique nous avons étudié dans notre travail :

» linfluence de la chimiothérapie sur le statut oxydant-antioxydant des enfants atteints de
lymphomes malins par 1’évaluation des différents paramétres du stress oxydant a savoir le

malondialdéhyde, les protéines carbonylées, la catalase et le glutathion
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1. Les lymphomes malins :

Les lymphomes malins sont des proliférations malignes des tissus lymphoides ; ce sont des tumeurs
du systeme immunitaire B ou T. De nombreuses ¢études effectuées ces deux derniéres décennies indiquent
une tendance a 1I’augmentation de I’incidence des lymphomes (surtout les lymphomes non hodgkiniens

[LNH]) dans le monde. (Bosly A, 1997 ; Baris D 2000)

Parmi les facteurs qui avaient été évoqués dans 1’étiopathogénie des lymphomes, figurent en premier
lieu les agents infectieux, I’immunodépression sévere et I’exposition professionnelle ou environnementale
(Adamson P , Merhi M 2007) dans les pays développés et des causes infectieuses virales notamment
(VIH, EBV, HTLV-1), parasitaires (paludismes) ou bactériennes (Helicobacter pylori: H pylori ) dans
les pays en développement ( Parkin DM 2003 ).

Les lymphomes sont hétérogénes au niveau clinique, morphologique et moléculaire et ont des
caractéristiques qui se chevauchent. Des études mécanistes ont montré que les lymphomes sont entrainés
ou affectés par des altérations génétiques anormales, une régulation épigénétique désordonnée, une
activation de la voie aberrante et des interactions complexes tumeur-microenvironnement. (Hanahan

D2011, Shaffer AL 2012, Scott DW2014 )

En Algérie, les caractéristiques épidémiologiques et les facteurs étiophatogéniques des lymphomes

sont encore mal connus. (Zeggai.S et al., 2013)

2. Le systéeme lymphatique :

Le systéme lymphatique est constitué principalement de cellules appelées lymphocytes. Il existe deux
principaux types de lymphocytes: les lymphocytes B (cellules B): les cellules B produisent des protéines
appelées anticorps pour aider a protéger le corps des germes (bactéries et virus). Les lymphocytes T
(cellules T): 11 existe plusieurs types de lymphocytes T. Certaines cellules T détruisent les germes ou les
cellules anormales dans le corps. D'autres cellules T aident a stimuler ou ralentir 1'activité des autres

cellules du systéme immunitaire.

Tous les lymphocytes passent par des stades de maturation complexes au cours desquels ils expriment
les récepteurs antigéniques et acquicrent les caractéristiques fonctionnelles et phénotypiques des cellules
matures . Les sites anatomiques ou se produisent les étapes majeures du développement lymphocytaire
sont appelés les organes lymphoides générateurs (ou primaires ou centraux). Ceux-ci incluent la moelle

osseuse, ol les précurseurs de tous les lymphocytes se développent et les cellules B mirissent, et le



Recherche bibliographique

thymus, ou les cellules Tmiirissent.( Abbas .A 2017)
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Figure 1 :stades de maturation de lymphocytes ( Abbas et al ., 2017)

3. Le développement des LB:

3.1. Développement des LB :

Les premiéres étapes du développement des cellules B se déroulent dans des microenvironnements
complexes créés par les cellules stromales de la moelle osseuse connues sous le nom de «niches» d'ou
proviennent les stimuli et les facteurs nécessaires pour initier une série de signaux cellulaires. Ceux-ci, a
leur tour, activent des facteurs de transcription qui induisent, ou répriment, I'expression de différents
genes cibles qui modulent la survie, la prolifération et la différenciation cellulaire. L'interleukine 7 (IL-7 )
est essentielle au développement des cellules B et est produite par les cellules du stroma. Ainsi, et comme
le montre la figure 2 , le développement des cellules B débute a partir d'une CSH . Cela se transforme en
un ELP et, ensuite , devient un CLP dont est dérivé, d'une part, les cellules tueuses naturelles (NK) et les
cellules dendritiques (DC) et, d'autre part, progénéteur lymphoid commun -2 (CLP-2), qui est responsable
de la lignée des cellules B. Ceci est considéré comme le premier stade des cellules B immatures

(Nagasawa T.2006 ; Kurosaki T 2010 et Pieper K ez al ., 2013).
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Figure 2 : : Développement de cellules B et sous-ensembles de cellules B B (Cano, R et al ., 2013)

4. Les lymphomes
4.1. Définition des lymphomes

Les lymphomes représentent un groupe de néoplasmes variés apparaissant le plus souvent dans les
tissus lymphoides ganglionnaire ou extra ganglionnaire, liés a la transformation néoplasique de cellules
lymphocytaires (Kuppers et al., 2012). 1l existe deux types de lymphomes : la maladie de Hodgkin et le
lymphome non hodgkinien (Shankland, 2012).

4.2. Classification des lymphomes
4.2.1. La maladie de Hodgkin

C’est une affection maligne du tissu lymphatique, qui est initialement localisée & un ganglion ou
un groupe ganglionnaire, et qui s’étend par voies lymphatique et sanguine aux ganglions contigus et aux
tissus non lymphoides. C’est une entité bien individualisée dont I’¢1ément pathognomonique est la mise
en évidence de cellules de Hodgkin ou de Reed- Sternberg (RS), au sein d’un environnement de
lymphocytes et parfois d’un granulome inflammatoire, associ¢é a un degré variable de fibrose.
L’organisation internationale de santé distingue deux grands types : la maladie de Hodgkin nodulaire a

prédominance lymphocytaire et la maladie de Hodgkin classique (Jona et al., 2013).
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a. La maladie de Hodgkin nodulaire a prédominance lymphocytaire

La maladie de Hodgkin nodulaire a prédominance lymphocytaire (Figure 3) correspond a un
lymphome B indolent dérivé d’une cellule B du centre germinatif et peut ressembler morphologiquement
et phénotypiquement a la maladie de Hodgkin classique riche en lymphocytes, au lymphome a grandes
cellules B riche en lymphocytes T et/ou en histiocytes. La distinction entre ces trois pathologies rares est

basée sur I’immunophénotypage des cellules tumorales (Carbonnelle et al., 2004 ; Piccaluga et al., 2011).

Figure 3 : Maladie de Hodgkin nodulaire a prédominance lymphocytaire X 1000 (Piccaluga et al., 2011).

b. La maladie de Hodgkin classique

La maladie de hodgkin classique est divisé en 4 sous-types histologiques en fonction des données
de l'examen anatomopathologique. - La maladie de Hodgkin scléro-nodulaire : est le sous-type le plus
courant, la cellule HRS caractéristique est appelée cellule lacunaire (Figure 4). Comparées aux autres

cellules HRS
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Figure 4 : Maladie de Hodgkin scléro-nodulaire X 400 (Piccaluga et al. , 2011) .

classiques, les cellules lacunaires ont des noyaux plus petits, moins de nucléoles proéminents, un

cytoplasme plus abondant, et ont tendance a se grouper en amas (Piccaluga ef al. , 2011).

- La maladie de Hodgkin riche en lymphocytes : représente 20 a 25 % des cas et se caractérise par une
population cellulaire polymorphe, constituée d’une majorité de petits lymphocytes T qui forment des
rosettes autour des cellules tumorales associées aux plasmocytes et aux polynucléaires éosinophiles

(Figure 5) (Mani, 2009 , Piccaluga ef al., 2011).

La maladie de Hodgkin a cellularité mixte : représente environ 15 a 25 % des cas et se caractérise par une
croissance diffuse avec un emplacement para-cortical fréquent . Les plasmocytes, histiocytes,
épithéloides, polynucléaires éosinophiles et les lymphocytes T (CD3+, CD57-) formant des rosettes

autour des cellules néoplasiques (Figure 6) (Piccaluga ef al., 2011).

- La maladie de Hodgkin a déplétion lymphocytaire : se caractérise par un degré marqué d’une fibrose
de réticuline entourant les cellules individuelles avec un petit nombre de petits lymphocytes, d’ou la

déplétion des lymphocytes (Figure 7) (Piccaluga et al. , 2011).

4.2.2. Lymphome non Hodgkinien

Les lymphomes non hodgkiniens sont des néoplasies développées a partir des cellules
lymphocytaires B ou T et entrainant une hypertrophie des organes lymphoides et non lymphoides (Truong
et al., 2012). Leur classification repose sur 1’aspect morphologique du ganglion envahi, I’aspect
cytologique des cellules tumorales, le phénotype immunologique des cellules tumorales et les données
complémentaires issues des études cytogénétiques. Les principaux types chez 1’enfant sont le lymphome

de Burkitt, lymphoblastique et a larges cellules (Costas et al., 2014 , Marcotte et al., 2014).

7
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a. Lymphome de Burkitt

Le lymphome de Burkitt représente entre 40 a 50 % des LMNH chez l'enfant. La cellule
d’origine est une cellule B germinative centrofolliculaire. Ce lymphome présente une forme endémique
en Afrique équatoriale qui représente le premier lymphome des enfants ayant entre 4 et 7 ans avec une
prédominance masculine, une forme sporadique a travers le Monde chez les enfants et les jeunes adulte et
enfin, un variant clinique atteint les malades du SIDA. Le lymphome de Burkitt présente des formes
morphologiques différentes (lymphome de Burkitt classique, lymphome de Burkitt avec une
différenciation plasmocytoide).Le lymphome de Burkitt exprime une translocation chromosomique
caractéristique, habituellement t (8 ; 14) , entrainant 1'expression inappropriée de c-myc, un géne impliqué
dans la prolifération cellulaire.(Masqué-Soler N et al,2015) (Deffenbacher KE et al.,2012) (Figure 8)
(Medeiros, 2013).

Figure 6 : Lymphome.hodgkinien riche en Figure 5 : Lymphome hodgkinien a cellularité mixte
lymphocytes X 400 (Piccaluga et al. , 2011). X 400 (Piccaluga et al. , 2011).
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Figure 8 :Lymphome hodgkinien a déplétion Figure 7 : Lymphome de Burkitt X 1000 (Medeiros, 2013).

lymphocytaire X 400 (Piccaluga et al., 2011).

b. Lymphome lymphoblastique B

Le lymphome lymphoblastique représente environ 25 % des cas de LMNH chez l'enfant.
La maladie se développe dans la peau, la moelle osseuse, les tissus mous et les nceuds lymphatiques. 1l se
caractérise par la présence de deux types cellulaires, de petites cellules avec un cytoplasme peu abondant,
une chromatine condensée, un nucléole peu distinct et de grandes cellules avec un cytoplasme modéreé,
une chromatine dispersée et de nombreux nucléoles proéminents. Des grains intracytoplasmiques
azurophiles ainsi que des pseudopodes cytoplasmiques sont observés dans 10% des cas (Figure 9)

(Brunning et al., 2001).

c. Lymphome diffus a grandes cellules B

Le lymphome diffus a grandes cellules B représente environ 10 % des LMNH chez 'enfant. La
cellule d’origine est la cellule B périphérique soit folliculaire ou post-folliculaire. Ce lymphome se
développe dans les nceuds lymphatiques (60% des cas). Il se caractérise par une transformation de

I’architecture de I’organe en un motif diffus (Figure 10) (Medeiros, 2013).

d. Lymphome a grandes cellules anaplasiques

Le lymphome anaplasique a grandes cellules représente environ 14 % des LMNH chez 'enfant.

La cellule d’origine est un lymphocyte T cytotoxique. Il se développe dans les nceuds lymphatiques ainsi
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que dans des sites extranodaux. Les cellules de grande taille sont caractérisées par un noyau en fer a
cheval ou réniforme avec une région éosinophile prés du noyau, une chromatine légérement dispersée
avec de nombreux nucléoles basophiles, un cytoplasme abondant, clair, basophile ou éosinophile (Figure

11) (Delsol et al., 2001, Medeiros, 2013).

5. Classification de stades des lymphomes :
Le stade est déterminé par 1'évidence anatomique de la maladie en utilisant la tomodensitométrie
conjointement avec l'imagerie fonctionnelle.
a. Lymphome hodgkinien :

Table 1: les différents stades de lymphome de hodgkin. (Edge SB,et al .,2010)

Stade I | Implication d'un seul site lymphatique (c.-a-d. Région nodale, anneau de

Waldeyer, thymus ou rate)

Stade II IImplication de deux ou plusieurs régions des ganglions lymphatiques du méme

cOté du diaphragme

Stade 111 IImplication des régions des ganglions lymphatiques des deux c6tés du diaphragme

Implication diffuse ou disséminée d'un ou de plusieurs organes extralymphatiques,
Stade IV |avec ou sans atteinte ganglionnaire associée
Le stade IV comprend toute atteinte du foie ou de la moelle osseuse, des poumons

(autres que par extension directe d'un autre site) ou du liquide céphalo-rachidien.

10
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Figure 9 : Lymphome lymphoblastique B
X 400 (Medeiros, 2013).

Figure 10 : Lymphome diffus a grandes
cellules B X 1000 (Medeiros, 2013).

f ' ﬁ. Figure 11 : Lymphome a grandes cellules
anaplasiques X 500 (Medeiros, 2013).

11
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b. Lymphome non hodgkinien :

Table 2 : les différents stades de lymphome non hodgkinien. (Salzburg J et al., 2007)

Stade 1 Dans le LNH infantile de stade I , une seule tumeur ou zone nodale est impliquée, a

I'exclusion de 'abdomen et du médiastin

Dans le LNH infantile de stade II , 1'extension de la maladie est limitée a une seule
Stade II tumeur avec atteinte ganglionnaire régionale, deux ou plusieurs tumeurs ou zones
nodales impliquées d'un coté du diaphragme, ou une tumeur primitive du tractus

gastro-intestinal (complétement réséquée) avec ou sans envahissement ganglionnaire

Dans le LNH infantile de stade III, des tumeurs ou des zones ganglionnaires
Stade 111 impliquées se produisent des deux cotés du diaphragme. Le stade III du LNH
comprend également toute maladie intrathoracique primaire (médiastinale, pleurale
ou thymique), une maladie intra-abdominale primaire étendue ou toute tumeur

paraspinale ou épidurale.

Stade IV Dans le LNH infantile de stade IV, les tumeurs impliquent la moelle osseuse et / ou le

SNC, indépendamment des autres sites d'implication.

6. Chimiothérapie :

La chimiothérapie est administrée par cycles qui comprennent une période de traitement suivie d'une
période de repos pour donner au corps le temps de récupérer. En général, chaque cycle dure plusieurs

semaines.

La chimiothérapie (parfois avec d'autres médicaments) est le traitement principal pour tous les enfants
atteints de LNH, car elle peut atteindre toutes les parties du corps et tuer les cellules lymphomateuses ot
qu'elles se trouvent. Méme si le lymphome semble se limiter a un seul ganglion lymphatique enflé, le
LNH chez un enfant s'est souvent propagé au moment du diagnostic. Les cellules de lymphome sont
probablement dans d'autres organes, mais ceux-ci sont trop petits pour étre ressentis par le médecin ou

vus sur des tests d'imagerie.

12
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La chimiothérapie pour le lymphome de Hodgkin classique (cHL) combine plusieurs médicaments
parce que différents médicaments détruisent les cellules cancéreuses de différentes fagons. Les
combinaisons utilisées pour traiter la cHL sont souvent désignées par des abréviations : ABVD et

BEACOPP. (American Cancer Society)

v" cyclophosphamide :

Le cyclophosphamide reste I'un des médicaments cytotoxiques les plus largement utilisés et est
actuellement utilisé dans le traitement de nombreux cancers chez l'adulte et chez l'enfant. (Razzaque
Ahmed. A et Shiril M .1984) Le cyclophosphamide est un promédicament inactif qui nécessite une
activation enzymatique et chimique pour libérer la moutarde phosphoramide active. L'hydroxylation sur
le cycle oxazaphosphorine par le systéme hépatique du cytochrome P450 génére du 4-
hydroxycyclophosphamide, qui coexiste avec son tautomere, 1'aldophosphamide. Ces précurseurs de
transport instables se diffusent librement dans les cellules, ou I'aldophosphamide est décomposé en deux
composés, la moutarde phosphoramide et 'acroléine.6 La phosphoramide moutarde produit les liaisons
croisées interstrands et intratrands responsables des propriétés cytotoxiques du cyclophosphamide, tandis
que l'acroléine est la cause de la cystite hémorragique, 1'un des principaux effets toxiques du
cyclophosphamide. ( Emadi, A. et al ., 2009)

13
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Figure 12 : Voie du métabolisme du cyclophosphamide catalysé par le cytochrome P450. (Stearns et al., 2006)

Les agents alkylants exercent leur activité immunosuppressive en inhibant la réplication de 'ADN
nucléaire. L'alkylation de N7 de la guanine dans I'ADN peut conduire a un mauvais codage, a la
destruction de la structure cyclique purine de la guanine, ou a la dépurination et a la réticulation de 'ADN

ou au blocage de la réplication. (Sartorelli AC, Johns DJ. 1957)

La thérapie a base de cyclophosphamide est largement utilisée pour les lymphomes et elle est souvent
curative pour les LNH agressifs, le lymphome de Burkitt étant particuliérement sensible. Bien que les
schémas thérapeutiques modernes utilisent une chimiothérapie intensive a base de cyclophosphamide,
dans les années 1960, des rémissions complétes durables ont été signalées aprés une seule cure de
cyclophosphamide. RCHoP (rituximab, cyclophosphamide, doxorubicine, vincristine et prednisone) reste
le traitement le plus couramment utilisé pour le lymphome non hodgkinien agressif , avec des taux de
guérison de 30-40%. Beaucoup de nouvelles combinaisons de médicaments a base de cyclophosphamide

ont été développées pour le LNH agressif, mais aucune ne s'est révélée supérieure a CHoP. (Emadi.A et

al ., 2009)

14
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7. Stress oxydatif , statut oxydant ,anti oxydant

Le stress oxydatif est défini comme un déséquilibre entre la production de radicaux libres et de
métabolites réactifs, appelés oxydants ou especes réactives de l'oxygeéne (ROS), et leur élimination par
des mécanismes protecteurs, appelés antioxydants. Ce déséquilibre conduit a endommager des
biomolécules et des cellules importantes, avec un impact potentiel sur l'organisme entier ( Durackova, Z.
2010 ). Les ROS sont le produit d'un métabolisme cellulaire normal et jouent un rdle vital dans la
stimulation des voies de signalisation dans les cellules végétales et animales en réponse aux changements
des conditions environnementales intracellulaires et extracellulaires. (Jabs, T. 1999) La plupart des ROS

sont générés dans les cellules par la chaine respiratoire mitochondriale (Poyton, R. O et al ., 2009)
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Figure 13 Origine des especes réactives de I’oxygene. Les quatre étapes de la réduction de ’oxygéne et la formation des
intermédiaires partiellement réduits( Migdal C et SerresM , 2011)

Les ROS sont instables chimiquement et exposent de temps de demi vie (t 1/2) entre nano-seconde

(10”%) et quelque seconde (7s) . (Henkel, M et Solmon,M . 2018)

Le stresse oxydatif se traduit par I’accumulation de produits d’oxydation des biomolécules (lipides,
protéines, acides nucléiques) au niveau plasmatique et au niveau cellulaire, ce qui permet d’évaluer ce

stress oxydant par la détermination de ces produits d’oxydation.

Les marqueurs de stress oxydant doivent pouvoir étre mesurés en tant qu’indicateurs de processus
biologiques physiologiques, de processus pathologiques ou de réponses pharmacologiques a une
intervention thérapeutique. Il s’agit généralement de biomolécules dont la structure chimique a été
modifiée par les ROS et éventuellement par les especes réactives de 1’azote (ERN), on parle alors de
stress nitrosant. Ces marqueurs doivent pouvoir étre utilisés pour apprécier de fagon fiable I’état
d’oxydation chez I’Homme, afin de permettre d’¢lucider les mécanismes physiopathologiques d’une
attaque oxydante et d’orienter éventuellement vers le choix d’un traitement dans les stades précoces d’une

maladie (Michel .F et al ., 2008)
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7.1. Systemes de défense antioxydants

Parce que les radicaux ont la capacité de réagir de fagon indiscriminée conduisant a endommager
presque n'importe quel composant cellulaire, une gamme étendue de défenses antioxydantes, endogénes
et exogenes, sont présentes pour protéger les composants cellulaires des dommages induits par les
radicaux libres. Ceux-ci peuvent étre divisés en trois groupes principaux: les enzymes antioxydantes :
catalase( CAT) , gluthation (GPx) , superoxyde dismutase ( SOD) ..., les antioxydants de rupture de

chaine, et les protéines liant les métaux de transition (Reuter.S.et al . , 2010)

Figure 14 : modéle d'un équilibre entre les pro-oxydants et les antioxydants.. (Reuter, 2010)
La SOD, la CAT et la GPx sont des enzymes antioxydantes qui jouent non seulement un réle
fondamental mais indispensable dans la capacité protectrice antioxydante des systémes biologiques contre

les attaques radicalaires. (Ighodaro.O.M et Akinloye.O.A. 2017)

7.1.1. Superoxide dismutase (SOD, EC 1.15.1.1) :

est la premicre enzyme de détoxification et le plus puissant antioxydant de la cellule. C'est une
enzyme antioxydante endogéne importante qui agit comme un composant du systéme de défense de
premicere ligne contre les ROS . 1l catalyse la dismutation de deux molécules d'anion superoxyde (O7,) en
peroxyde d'hydrogéne (H,O,) et en oxygéne moléculaire (O,), rendant ainsi 1' O, potentiellement
dangereux moins dangereux. La SOD est une métalloenzyme et nécessite donc un cofacteur métallique
pour son activité.( Fridovich I. 1995. Dringen R et al., 2005) Sur la base du type d'ion métallique requis

comme cofacteur par SOD, diverses formes de I'enzyme existent. Les ions métalliques normalement liés a
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la SOD sont le fer (Fe), le zinc (Zn), le cuivre (Cu) et le manganése (Mn). A cet égard, les SOD sont
classées en trois formes et comprennent (i) Fe-SOD qui est communément trouvée dans les procaryotes et
les chloroplastes de certaines plantes (ii)) Mn-SOD qui est présente dans les procaryotes et les
mitochondries des eucaryotes et (iii) Cu / Zn-SOD est prédominant chez les eucaryotes et plus distribué,
localisé essentiellement dans le cytosol mais aussi dans les chloroplastes et les peroxysomes. (Gill SS,

Tuteja N. 2010 ; Karuppanapandian T et al., 2011)

7.1.2. Catalase (CAT, EC 1.11.1.6) :

la CAT est une protéine tétramérique de 240 kilodaltons (kDa) avec quatre sous-unités similaires et
est codée par cartographie du géne cttl au chromosome 11 . Chaque sous-unité polypeptidique est de 60
kDa et contient une seule ferriprotoporphyrine (Radi R ef a/ ., 1991 ; Surai PF. 2006) . La CAT est une
enzyme antioxydante courante présente presque dans tous les tissus vivants qui utilisent l'oxygéne.
L'enzyme utilise le Fe ou le Mn comme cofacteur et catalyse la dégradation ou la réduction du H,O, en
cau et O,, complétant ainsi le processus de détoxification imité par SOD (  Marklund SL. 1984 ;
Chelikani P et al ., 2004) . la CAT est trés efficace ; il peut détruire des millions de molécules de H,O,
en une seconde ( Radi R et al ., 1991) . La déficience ou la mutation de l'enzyme a été liée a diverses

conditions et anomalies de la maladie.( Goth L, Rass P, Pay A. 2004)

7.1.3. Glutathione peroxidases (GPx, EC 1.11.1.9) :

La glutathion peroxydase (GPx) est une enzyme intracellulaire importante qui détruit les peroxydes
d'hydrogene (H,0,) dans I'eau; et les peroxydes lipidiques a leurs alcools correspondants principalement
dans les mitochondries et parfois dans le cytosol (Goth L, Rass P, Pay A. 2004) .La plupart du temps, son
activité dépend d'un cofacteur de micronutriments connu sous le nom de sélénium. Pour cette raison, GPX
est souvent appelé une sélénocystéine peroxydase. L'enzyme joue un rdle plus crucial d'inhiber le
processus de peroxydation des lipides, et protége donc les cellules contre le stress oxydatif.( Gill SS,

Tuteja N.2010)

Selon Morodn et Cortazar, il y a au moins huit enzymes GPx chez I'H omme, GPx1-GPx8. Les genes
GPx 1-8 sont cartographiés aux chromosomes 3, 14, 5, 19, 6, 6, 1 et 5 respectivement. (Mordn UM,

Castilla-Cortazar 1. 2012)

8. Les conséquences de stress oxydatif :
8.1. la peroxydation lipidique :

La peroxydation lipidique est la dégradation oxydative des lipides. Ce processus comporte trois

phases, a savoir les phases d'initiation, de propagation et de terminaison. Dans la phase d'initiation, les
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ROS attaquent les atomes de carbone adjacents aux doubles liaisons dans les PUFA. Cette réaction crée
une molécule en un radical lipidique, qui est stabilisé par la délocalisation de 1'électron libre dans des
structures dites de résonance, qui sont énergétiquement plus stables que les ROS initiateurs. Les radicaux
lipidiques, a leur tour, sont instables et réagissent spontanément avec O, pour former des peroxydes
lipidiques. Ces radicaux peroxydes lipidiques réagissent avec les lipides voisins dans une réaction en
chaine dite radicale, propageant ainsi le processus de dégradation des lipides. A leur tour, ces peroxydes
lipidiques nouvellement créés réagissent avec I'oxygéne pour former encore plus de peroxydes lipidiques.
Ainsi, de nombreuses molécules lipidiques sont endommagées par un seul radical initiateur conduisant a

'oxydation de prés de 60% des PUFA présents dans la membrane plasmique.

Quand un radical réagit avec un autre radical, les deux électrons libres forment une liaison covalente
résultant en un non-radical, terminant ainsi la propagation de la réaction en chaine radicalaire. Cette
terminaison a lieu lorsqu'une concentration suffisamment élevée de radicaux lipidiques est disponible. En
plus des processus de propagation et de terminaison décrits de la peroxydation lipidique, les molécules
lipidiques sont également décomposées en un certain nombre de sous-produits carbonyle stables tels que
le malondialdéhyde et les 4-hydroxy-2-alcénals tels que le 4-hydroxy-nonénal. Le malondialdéhyde est

hautement mutagene et le 4-hydroxy-nonénal est génotoxique ( Ayala ,A et al .,2014)

e Le malondialdéhyde (MDA) est largement utilisé comme marqueur de la peroxydation des
acides gras o3 et w6, mesurée par la détermination chimique des substances réactives a 'acide
thiobarbiturique (TBARS) ), ce dernier fournit une perspective incompléte, car le MDA dérive de
la décomposition de certains produits de peroxydation lipidique seulement et n'est ni le seul

produit final, ni celui de la seule peroxydation lipidique (Halliwell, B and Whiteman, M. 2004 )

Endogenous sources _ i ) Environmental sources
smitochondrial laak Free radical production scigaratta emoks
= = 1 aa
eraspiratory burst 1] epoiiutants
sanzyma roactions 0.~ H.0 oLIV light
~auiooxidation reaciions 2 -z sionising radiation
. exenobiotics
Transition
metals
Fe", Ccu’
OH
‘—-"'——_‘ 1 T
Lipid peroxidation Modified DNA bases Protein damage

. V7

Tissue damage

Figure 15 : Principales sources de radicaux libres dans le corps et les conséquences des dommages causés par les radicaux
libres.(Young , 2001)
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8.2. Oxydation protéique :

Les protéines sont bien connues pour étre parmi les principales cibles de ROS (Davies MJ.2016.) Les
ROS comprenant le peroxyde d'hydrogene (H,0,), le radical hydroxyle (HO), le radical anion superoxyde
(Oy) et I'acide hypochloreux (HOCI) sont des molécules hautement réactives qui peuvent endommager
les protéines, affectant finalement leurs structures et leurs fonctions. Ces ROS peuvent entrainer des
modifications chimiques des chaines latérales des résidus d'acides aminés, la conversion des protéines en
dérivés hautement sensibles a la dégradation protéolytique, la formation de liaisons protéine-protéine et la
fragmentation des protéines résultant de 'oxydation du squelette protéinique. ( Stadtman ER and Levine

RL. 2003)

Par conséquent, les dommages oxydatifs a une structure protéique pourraient conduire a une perte
plus ou moins prononcée de sa fonction biochimique. Il existe des preuves convaincantes que des
protéines endommagées par oxydation avec une structure spatiale et une fonction altérées s'accumulent au

cours du vieillissement, du stress oxydatif et de diverses maladies (Reuter.S.et al ., 2010) .

» Les protéines carbonylées constituent les marqueurs les plus couramment utilisés de 1'oxydation
des protéines (Baraibar et al., 2013). La modification oxydative est provoquée par l'oxydation
directe de chaines latérales d'acide aminé de la proline (Pro), I’arginine (Arg), la lysine (Lys) et la
thréonine (Thr) ou par voies de la R-amidation de glutamine (GIn) et asparagine (Asn). La
carbonylation des protéines peut également étre formé par une réaction indirecte des produits de
lipoperoxydation de cysteine (Cys) et I'histidine (His) et les résidus. La carbonylation des
protéines est une modification oxydative stable qui affecte I’abondance, la structure et la fonction

des protéines (Lopez-Vidal et al., 2016).
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=
Cvs/His/Arg/Lvs residues

Figure 16 : oxydation protéique ( Weber D et al., 2015)
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II. Matériel et méthode :

Dans le cadre du projet de fin d’étude pour obtention d’un master II, nous avons réalisé une étude

traitant le dosage des marqueurs de stress oxydatif.

L’objectif principal de cette étude est d’évaluer le taux de marqueurs de peroxydation lipidique
oxydation protéique et le dosage des antioxydants chez des enfants atteints de lymphome ; et
secondairement comparer ses taux avec celui des individus sains, et d’un autre coté essayer de voir

I’effet de la chimiothérapie sur le statut oxydant-antioxydant.

L’étude a été faite au sein de laboratoire de biologie cellulaire et moléculaire — cytokine et NO

synthése, au sein de faculté de biologie de ’'université de Science et Technologie de Bab Ezzouar.

Les prélévements sanguins sont effectués au service de pédiatrie de 1’hdpital Beni Messous d’Alger,

sur une période de 2 mois en allant du mois de mars jusqu’au mai.

I1.1. Patients étudiés
La présente étude a porté sur 40 enfants atteins de lymphomes malins (21 lymphomes de Burkitt
et 19 maladie de Hodgkin) dont la tranche d’age varie de 4 ans a 17 ans. Le recrutement de I’ensemble
des patients a été réalisé au niveau du service de pédiatrie B de ’hopital de Beni Messous . Les
prélévements sanguins ont été réalisés, aprés établissement du consentement écrit et éclairé, par ponction

veineuse dans un tube héparine.
I1.2. Population témoin
La population témoin est composée de 50 sujets sains non apparentés, dont la tranche d’age varie de 7ans

a 16ans. Elle ne présentant aucune maladie chronique ou auto-immune et sans antécédents personnel et

familial.

Tableau 03 : nombre et I’age moyen des populations d’étude .

Patients Controles

Nombre 40 50

Age moyen 12 11
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I1.3. Dosages des marqueurs du stress oxydant

I1.3.1. Dosage du Malondialdehyde (MDA)

¢ Principe

Le dosage du MDA, produit de la péroxidation lipidique, repose sur la formation, en milieu acide
et chaud (100°C), entre une molécule du MDA et deux molécules d’acide thiobarbiturique (TBA) d’un
pigment coloré absorbant & 530 nm et extractible par les solvants organiques comme le butanol (Buege et

Aust, 1978).

a. Mode opératoire

Un volume de 100ul de plasma est mélangé a une solution constituée de 200 pl d’acide
thiobarbiturique & 20% et 600 pl d’acide-ortho-phosphorique a 1%. Le mélange est incubé pendant 1h
dans un bain marie a 95°C, suivit d’un refroidissement dans de la glace pour arréter la réaction. Ensuite,
un volume de 900 ul de butanol est ajouté pour 1’extraction du complexe MDA-TBA. L’ensemble est
centrifugé a 900 g pendant 10 minutes. L’absorbance est déterminée sur le surnageant a 532nm. La
concentration de TBARS est calculée en utilisant le coefficient d’extinction molaire (1,56 x 105 M-1 cm-

1), et est exprimée en pmol/l.
I1.3.2. Dosage des protéines carbonylées (PC)

e Principe

Les protéines carbonylées placentaires, marqueurs de I'oxydation protéique, sont mesurées parla
réaction au 2-4 dinitrophénylhydrazine (DNPH) qui aboutit a la formation de la dinitrophénylhydrazine

colorée (Levineet al., 1990).

a. Mode opératoire

Un volume de 200pIDNPH (10mM, 0,5M H3PO4) est incubé avec 200ul du plasma pendant 10
minutes. Puis un volume de 100ul de NaOH (6M) est ajuté et le mélange est incubé pendant 10 minutes.

La densité optique est déterminée par spectrophotométrie a 450 nm et la concentration des groupements

-1 -1
carbonylés est calculée a I’aide du coefficient d’extinction de 22mmol .cm (Mesquitaet al., 2014).

I1.3.3. Détermination de I’activité de la catalase (CAT)

22



Materiel et méthode

¢ Principe

La catalase dégrade le peroxyde d'hydrogene (H,0,) en eau et dioxygene.
La décomposition du peroxyde d’hydrogene conduit a une diminution de 1’absorption de la solution de
H,O, en fonction du temps. Une unité de catalase est définie comme la quantité d’enzyme qui dégrade

une pmole d’H202 en O2 et H20 par minute (Aebi, 1974).

a.Mode opératoire

Un volume de 50 pl de plasma est ajouté a un mélange contenant 950ul de tampon
phosphate a 0,5% et 500ul de H,O, a 0,3%. L’absorbance est déterminée a 240nm chaque 30 secondes.
Les concentrations de protéines ont ét¢ mesurées par spectrophotométrie en utilisant la méthode de

Bradford. L'activité enzymatique est exprimée en U/mg de protéine.
11.3.4. Dosage du glutathion(GSH)

¢ Principe

Le dosage du glutathion réduit (GSH) est réalis¢ par la méthode du réactif d'Ellman qui
consiste a couper la molécule d'acide 5,5 dithiodis-2-nitrobenzoique (DTNB) par le GSH, ce qui libére

des dérivés thiols aromatiques colorés représenté par I’acide thionitrobenzoique (TNB).Le TNB présente

-1 -1
une absorbance a 412nm avec un coefficient d'extinction de 13.6 mmol .L.cm (Ellman, 1959).

a. Mode opératoire

Un volume de 50ul du DTNB est ajouté a un volume de 50ul du plasma et 100ul de tampon
PBS.Le mélange est incubé pendant 20 minutes a 1’obscurité et la densité optique est déterminée a 412

nm.
I1.4 . Analyse statistique :

Les résultats sont présentés sous forme de moyenne =+ écart type. Apres analyse de lavariance, la
comparaison des moyennes entre (témoins et patients / patients avant et aprés chimiothérapie) est réalisée
par le test« t » de Student pour les différents paramétres. Les différences sont considérées significatives a
* P <0.01 ; et hautement significatives a **** P <0 ,0001 Tous les calculs sont réalisés grace a un
logiciel Prism 7.
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III. Description de la population :

Rappelons que notre étude est portée sur40 patients atteints de lymphome malins : 19 atteints de

lymphome Hodgkinien et 21 lymphome non Hodgkinien et 50 sujets t¢émoins seins de toutes pathologies.

Rappelons que dans ce travail, nous nous sommes intéressés a rechercher 1’effet de la chimiothérapie

sur le statut oxydant- anti oxydant.

Figure 17 : représentation des sujets selon I’état de santé

IL1.1. répartition des enfants atteints de lymphome selon le sexe :

Ces représentations nous ont permis de constater une prédominance masculine avec 15 gargons
(71%) versus 6 filles (29%) pour le groupe de LNH , aussi une prédominance masculine avec 14 gargons

(74%) versus 5 filles (26%) pour le groupe de LH .

Figure 18 : représentation des enfants atteints de
LH selon le sexe
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II1.2. Evaluation des paramétres de stress oxydatif :

II1.2.1. paramétre de MDA chez les enfants atteints de lymphome et les témoins :

les taux plasmatiques de MDA sont ¢levés chez les patients par rapport aux témoins. Ces taux

présentent une différence hautement significative avant et aprés chimiothérapie (p<<0.0001) .

Tableau 4 : taux plasmatique de MDA chez les patients et les témoins .

Parametre | Témoins | LNH (n=21) LH (n=19)

(n=50)

Avant Aprés Avant Aprés

chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie

MDA 0.49+0.25 | 3,98 + 1,80 6,20 + 2,17 5,30 +£2,27 7,99 £2,32
(nmol)

*%kk%k T 50
151 LNH 19
e LH21

*kkk P Témoins
104 pm—
*kkk ‘

_l Avant
5- — | Apres

MDA (pmol)

Figure 20 : Taux plasmatiques du MDA chez les patients et les témoins
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II1.2.2. paramétre de PC chez les enfants atteints de lymphome et les témoins :

Les taux plasmatique des protéines carbonylées sont résumés dans le tableau 5 . L’analyse des

résultats montre que ce taux est €levé chez les patients par rapport aux témoins. Ce taux présente

une différence hautement significative avant et apreés chimiothérapie (p<0,0001) (Figures 21)

Tableau 5 : le taux de PC chez les patients et les témoins

LNH LH
paramétre | Témoins (N=21) (N=19)
(N=50) [ Avant Apres Avant Apres
chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie
PC 1.70 +0.84 3.28+£1.77 5.02 £2.35 2.74 £1.39 4.58 +£1.72
8 -] *kkk .
- El temoins
o
o 64 * ok k Hkk Bl avant
o Bl aprés
E p
i
c témoin: N=50
8 21
LNH: N=21
0- LH: N=19
témoins LNH LH

Figure 21:Le taux de PC chez les patients et les témoins.
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II1.2.3. paramétre de la catalase chez les enfants atteints de lymphome et les témoins :

Les résultats de ’activité de la catalase sont résumés dans le tableau 6 .

L’analyse des résultats montre une diminution de I’activité de catalase chez les enfants atteints de

lymphome comparés aux témoins. Cette activité est plus faible aprés la chimiothérapie des deux types de

lymphomes LH et LMNH avec une différence hautement significative®(p<0.0001). (Figure22)

Tableau 6 : I’activité de CAT chez les patients de et les Témoin

LNH LH
paramétre | Témoins (N=21) (N=19)
(N=50) [ Avant Aprés Avant Aprés
chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie
CAT 0.57+£0.25 | 0.17 £ 0.05 0.01 +£0.003 0.20+ 0.09 0.04 £ 0.007
0.8- *kokk
El temoins
Bl avant
Bl apres

CAT u/mg prot

témoins

LNH

LH

témoins: N= 50
LNH: N= 21

LH: N=19

Figure 22 : P’activité de CAT chez les patients et les témoins

27




Résultats

II1.2.4. parameétre de la GSH chez les enfants atteints de lymphome et les témoins :

Les résultats du glutathion sont résumés dans le tableau 7.

L’analyse des résultats montre que ce taux est diminué¢ chez les patients LH et LMNH par

rapport aux témoins avec une différence hautement significative (p<0.0001) (figu23)

w
1

N
1

-—
1

GSH (nmol/mg de proteine)

0-

*kk%k

*kk*

T

témoins

T

LNH

T 50
LNH 21
LH 19

LH

- Témoins
N

Avant

Aprées

Figure 23 : Teneurs plasmatiques en Glutathion chez les enfants atteints de (LH et LNH) et témoins avant et apreés

chimiothérapie

Tableau 7 : les taux de GSH chez les témoins et les patients

LNH LH
paramétre | Témoins (N=21) (N=19)
(N=50) [ Avant Aprés Avant Aprés
chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie | chimiothérapie
GSH 2,12+0,58 0,31 +0,20 0,51 +£0,27 0,61 +0,23 0,37 +0,23
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Discussion -
Le lymphome est un cancer des lymphocytes matures qui touche les organes lymphoides primaires, y

compris les ganglions lymphatiques, la rate du foie de la moelle osseuse ainsi que divers agrégats
lymphoides dans d'autres organes tels que le tractus intestinal, les poumons et la peau. Le lymphome peut
survenir dans n'importe quel organe, comme cela se refléte dans les divers sous-types de lymphomes

(Zain J et Kwak L 2017)

Plusieurs études montrent que les niveaux d'especes réactives de 1'oxygene (ROS) sont finement régulés
dans la cellule et peuvent agir en tant que «seconds messagers» en réponse a divers stimuli. Dans les
cellules épithéliales tumorales, les ROS s'accumulent anormalement et induisent des cascades de

signalisation qui induisent le phénotype oncogénique.

Les cellules cancéreuses souffrent du manque d'O2, en raison de l'absence de néo-vascularisation. Dans
cette situation, le facteur inductible de I'hypoxie (HIF) est stabiliséet induit une série de cascades de
signalisation qui permettent aux cellules tumorales de survivre et proliférer, cela par un changement
métabolique, qui favorise le déplacement de la phosphorylation oxydative vers la glycolyse aérobie (effet

Warburg). (Gentric ef al .,2017)

En effet, il a été démontré que 1'hypoxie est intimement associée a la production de ROS mitochondriale,
principalement par le complexe III, dans les premiéres phases de la croissance tumorale ou le taux
glycolytique élevé induit une quantité excessive de glycérol-3-phosphate qui est oxydée dans une réaction
dépendante du FAD, médi¢e par la glycérol-3-phosphate déshydrogénase 2, qui augmente la production
de ROS. (Ana Costa et al., 2013)

4+ Ces EOR vont réagir sur plusieurs plans pour a la fin avoir un role positif sur la prolifération

tumorale :

Dans I’activation des TAM ou il a été montré récemment que la production de ROS est importante pour
M2 (phénotype anti-inflammatoire des macrophage.), qui secrété des cytokines et des facteurs

immunosuppresseurs pour donner une suppression des réponses anti tumorales. (Storz et al ., 2005).

Dans I’activation des CAF ou la libération de ROS a partir de cellules tumorales favorise la conversion
des fibroblastes en myofibroblastes dans divers types de tumeurs par des facteurs de croissance § (TGF-f3)

et CXCL12 (SDF-1) / CXCRA4. (Erez et al, 2010)
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en effet les ROS sont impliqués dans la reprogrammation métabolique des cellules cancéreuses et des
CAF, ce qui permet une adaptation au stress oxydatif qui favorise finalement la tumorogenése et la

chimiorésistance. (Murphy MP, 2009)

Le stress oxydatif peut causer la cancérogeneése en mutant 'ADN nucléaire ou mitochondrial, ou en
causant des dommages structuraux aux lipides intracellulaires et aux protéines. (Benz C .C and Yau C

2008)

En parallele de nos travaux sur la croissance tumorale, nous nous sommes intéressés a 1’effet de la
chimiothérapie sur le systéme anti oxydant des enfants atteints de lymphome, ou 1'équilibre métabolique
et le taux élevé de production des ROS favorise également la résistance aux traitements, y compris non
seulement la chimiothérapie conventionnelle ou la radiothérapie mais aussi les immunothérapies les plus

récentes et innovantes. (Gentric et al.,2017)

D’autre part les agents chimiques et les constituants utilisés dans la chimiothérapie des lymphomes eux
méme peuvent avoir des effets secondaires et sur tout un effet néfaste sur le statut oxydant (générateurs de
ROS et de dommages a I’ADN) .On citerons la molécule de cyclophosphamide qui est un agent alkylisant
qui agit sur I’ADN.

L’ADN est le support de I’information génétique il est trés sensible, ou n’importe modification sur sa
chaine peut induire des mutations, ces agents alkylisants peuvent causer des altérations sur des genes
responsables de la régulation de statut oxydant, dans ce cas-la la chimiothérapie va étre une cause de

production des ROS et le déséquilibre de systéme antioxydant.(Arora et al ., 2013).

La peroxydation des lipides est largement reconnue comme étant impliquée dans la pathogenése de
plusieurs maladies humaines, dont le cancer (Halliwell B, Gutteridge JMC.2000) . La mesure du taux de
malondialdéhyde (MDA) dans le sérum fournit un indice in vivo approprié de peroxydation lipidique et
représente un biomarqueur non invasif du stress oxydatif souvent utilisé cliniquement pour étudier les
conditions physiologiques et pathologiques médi¢es par les radicaux (Meagher EA, and FitzGerald

GA2000)

En ce qui concerne les taux sériques de MDA , nos résultats concordent avec ceux de Guven et al.,
montrant des concentrations de MDA significativement plus élevées chez les sérums de patients HL
comparés aux donneurs sains . De plus, une forte concentration de MDA est associée avec un déréglement
du systéme antioxydant (c.-a-d. de faibles niveaux de sélénium, de zinc et d'activité glutathion peroxydase
dans HL) (Morabito ef al., 2004) .le stress oxydatif était significativement plus élevé que chez les témoins

en raison de l'effet de la chimiothérapie .Imad a constaté une augmentation trés significative du MDA et
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Discussion

une réduction du TAS (état antioxydant total) dans le sérum des patients atteints de lymphome malin
avant et un mois aprés le début de la chimiothérapie comparé aux contréles et a conclu que les patients
atteints de lymphome malin présentaient un stress oxydatif élevé pendant le traitement cytotoxique
comme se manifeste par une augmentation du taux sérique de MDA et une réduction de TSA (Imad A. J.
Thanoon 2007) . Abou-Seif et al ont rapporté que le taux sérique de MDA et la fragilité osmotique des
globules rouges chez les patients atteints de lymphome malin étaient plus élevés avant et aprés le
traitement comparativement au groupe témoin (Abou-Seif MA ef al ., 2005 ) . Gadjeva et al ont rapporté
que les taux de MDA plasmatique étaient significativement plus élevés chez les patients traités par
cyclophosphamide, vincristine, prednisolone (CVP) ou adriamycine, bléomycine, vinblastine et
dacarbazine (ABVD), par rapport au groupe témoin et ont conclu qu'apres la polychimiothérapie, le stress
oxydatif et le déséquilibre des systemes enzymatiques antioxydants progressaient significativement chez
les patients atteints d'une maladie hématologique lympho-proliférative (Gadjeva D et a/ ., 2005) .Hossam
et al qui ont conclu que le niveau de MDA était ¢levé chez les patients NHL et HL, avant et apres

traitement, par rapport a celui des témoins (Houssam D. 2012)

En plus de participation des espéces oxygénées réactifs dans le statut prolifératif des cellules cancéreuses
sont aussi responsable de déférentes altérations biologiques. Dans le cancer ,la production accu des ROS
conduit & une augmentation des marqueurs de stress oxydatif comme les marqueurs de 1’oxydation
protéique,ou Les protéines peuvent subir I’action directe des ERO suivant ces étapes,: 1. Modifications
oxydatives réversibles : formation de disulfures, d’acide sulfénique et de méthionine sulfoxyde résultant
de I’oxydation des chaines latérales des résidus cystéine et méthionine, les plus sensibles a 1’oxydation. 2.
Formation de réticulations intra- et inter-moléculaires et/ou fragmentation des chaines polypeptidiques
par oxydation du squelette carboné de la protéine. 3. Fragmentation de la chaine carbonée par oxydation
d’un résidu glutamyl ou par a- amidation et oxydation directe de chaines latérales de résidus sensibles
(lysine, arginine, proline, thréonine) conduisant a la formation de groupes carbonylés sur la protéine Ce

qui est en parfait accord avec nos résultats. (Sena,Chandel, 2012) ( Baraibar,M.A et al .,2013)

Nos résultats montrent un taux élevé de ce produit de 1’oxydation protéique par le biais des protéines
carbonylées chez les patients des deux types de lymphome (lymphome de burkitt et lymphome de
hodgkin) comparé aux témoins et cela confére les résultats de (Morabito, Cristanien 2004).et

(England,K.ef al .,2004)

Nos résultats montrent une augmentation de taux de protéines carbonylées chez les enfants atteints des
deux types des lymphomes aprés la chimiothérapie et il en va de méme pour les travaux de kaya et keskin

en 2005.
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Discussion

Le changement métabolique et I’excés de production des ROS Dans les cellules cancéreuses aura un effet
aussi sur le systéeme de défense et les enzymes anti oxydants, en effet le taux des enzymes anti oxydant

dans le cancer est faible ce qui confirme nos résultats.

Nos résultats montrent une diminution de taux de catalase qui est une oxydoréductase héminique qui
catalyse la dismutation du peroxyde d'hydrogene en eau et dioxygene, chez les patients atteints des deux

types de lymphome par rapport aux témoins et cela confére les résultats de (Bur, Haapasaarien 2014).

Les résultats de notre étude sur les enfants atteints de lymphome ont montré un faible taux de catalase
aprés la chimiothérapie, Ces résultats suggerent que la chimiothérapie détruit 1’équilibre de statut
oxydant / antioxydant dans le corps, qui peut a son tour contribuer a des effets indésirables et une

malignité secondaires et cela confére les résultats de kaya et keskin en 2005.

Le GSH (glutathion, y-glutamyl-cystéinyl-glycine), un tripeptide essentiel a la protection cellulaire contre

le stress oxydatif, fait I'objet de plusieurs études en stress oxydatif (Sies H. 1986.2015)

Harris et al a suggéré que GSH semble essentiel pour l'initiation du cancer, mais, a des stades plus
avancés de la progression tumorale, peut devenir dispensable potenticllement en raison de la

compensation d'autres voies antioxydantes (Harris IS e al., 2015)

Le GSH dans les cellules cancéreuses est particuliérement pertinent dans la régulation des mécanismes
cancérogenes : résistance multi-médicamenteuse et radiologique, sensibilité a certaines cytokines ;
Synthése d’ADN ; prolifération et diffusion cellulaires ; agression liée au microenvironnement tumoral ;

'évasion de 1’apoptose ; et la capacité de colonisation (José M et al ., 2015)

Dans une étude comparant les taux sériques de MDA, de GSH-Px et de SOD chez 20 patients masculins
récemment diagnostiqués avec 30 lymphomes Hodgkiniens, Guven et al ont montré que les lymphomes

de Hodgkin présentaient des taux significativement plus faibles de GSH-Px. ( Guven et al ., 2000.)

Un faible niveau de GSH résulte de I'accumulation des ROS (Yariktas M, Doner F, Dogru H, Yasan H,
Delibas N. 2003)

IIs ont suggéré qu'une augmentation des niveaux de MDA - un produit de la rupture du radical d'oxygeéne
libre - contribue au développement de la tumeur maligne. Des concentrations élevées de superoxyde et de

peroxyde d'hydrogéne peuvent augmenter l'activité de la SOD dans les tissus cancéreux (kaya 2005)
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Conclusion

Conclusion et perspective :

Les lymphomes sont issus de précurseurs matures des lymphocytes (post-médullaires pour les LB et post-
thymiques pour les LT), les distinguant des leucémies lymphoides aigues issues de précurseurs
immatures. Les lymphomes touchent principalement les organes lymphoides : ganglions, rate, thymus,
tissus lymphoides associés aux muqueuses (MALT), mais peuvent également avoir d’autres localisations
(formes cutanées).le lymphome hodgkinien et le lymphome non hodgkinien sont les deux types majeures

des lymphomes.

Chez ’enfant le lymphome non hodgkinien sont beaucoup plus fréquents que le lymphome hodgkinien

avec une prédominance masculine.
De multiples facteurs étiologiques sont impliqués dans la pathogénie des lymphomes comprennent :

v’ Les facteurs génétiques représentés souvent par les translocations chromosomiques et les
mutations somatiques.

v" Les infections virales : soit la transformation directe du lymphocyte par un agent infectieux via
I’expression d’oncogene (EBV, HTLV-1); soit la stimulation antigénique chronique du
lymphocyte par un agent Infectieux persistant (VHC).

v" Les déficits immunitaires (VIH ou immunodéficience post -transplantation).

La découverte de ces facteurs étiologiques a permis deux avancées majeures. D’une part, elles offraient
un outil diagnostique pour la pratique clinique. D’autre part, elles permettaient de mieux comprendre les

mécanismes de lymphomagenc¢se.

Des améliorations spectaculaires dans la survie ont été obtenues pour les enfants et les adolescents atteints
de cancer, la mortalité par cancer infantile a diminué de plus de 50%. De nouvelles stratégies utilisant la
chimiothérapie et le rayonnement a faible dose ont été développées. Ou environ 90% a 95% des enfants

atteints de lymphome peuvent étre guéris.

Dans les cellules épithéliales tumorales, les ROS s'accumulent anormalement et induisent des cascades de

signalisation qui induisent le phénotype oncogénique.

La production accu des ROS conduit a une augmentation des marqueurs de stress oxydatif comme les

produits de peroxydation lipidique (MDA) et les produits d’oxydation protéique (PC).

Ils auront aussi un effet sur le systéme de défense en diminuant 1’activité des enzymes anti oxydants

comme la catalase et la glutathion.
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Conclusion

La chimiothérapie adapté dans les lymphomes malins ont des effets secondaire dans 1’apparition des
cancers secondaires, ils sont aussi concédée comme des générateurs de ROS ce qui va renforcer

I’augmentation des molécules oxydant et la diminution d’activité anti oxydante.

Afin de compléter cette étude, il serait intéressant :

» D’administrer un traitement complémentaire ( médecine nutritionnelle ) souhaitable pour le
lymphome qui a un effet préférable sur les cellules tumorales sans provoquant des effets
secondaires sur les cellules.

» D’ évaluer les risques secondaires des chimiothérapies, une étude impliquant un suivi a long

terme et un plus grand nombre de patients est nécessaire.
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