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Abstract

Zinc, copper and iron are among the essential minerals in the body with direct
impact in cancer. This study aims to assess the concentrations of these trace
elements in the blood samples from Algerian cancer patients compared to healthy
subjects. Blood samples taken for cancer patients at the Blida University Hospital
"France Fanon" oncology department. Where it transferred to the laboratory of
fundamental and applied physics to use nuclear technology to analyze the samples,
which is X-ray fluorescence. This done after the samples treated chemically with
wet digestion to remove the organic part from the blood. Then, the ANOVA One-
Way test applied to the statistical analysis.

Analysis the concentration of iron with the X-ray fluorescence technique in
the blood of 80 patients and 98 healthy subjects gave a mean concentration of 1496
ug/l for patients with 1493 ug/l for healthy subjects. After the statistical comparison
of these results, it expressed that there was no difference between the mean
concentrations in the two groups for iron. The same samples were analyzed of zinc
and copper. The concentrations for patients and healthy subjects were zinc: 1344
pg/l and 1266 pg/l, respectively. Copper: 1078 and 1172 ug/l and there was a
significant difference between them (p> 0.05).

The concentrations of patients and healthy subjects of copper for the two
genders are respectively, 1201 and 1085 pg/l for women and 1148 and 1070 pg/I
for men. As for zinc 1310 and 1325 pg/l for women and 1231, 1368 ug/l for men.
Statistical analysis of the two trace elements in both genders showed that there was
a significant decrease in women compared to copper, unlike zinc, a significant
increase was observed in men.

In addition, we were able to express the relationship between age and the
rate of trace element concentrations in an experimental equation :

[TE] = eYolnx 4 eallnxe'x/tl

We have also studied the levels of trace elements in patients with lung cancer
in particular and in healthy smokers and non-smokers. There is a relative
relationship between the concentration of smokers and lung cancer patients
compared to healthy non-smokers.

Keywords : trace elements, zinc, iron, copper, cancer, X-ray fluorescence.



Résumé

Le zinc, le cuivre et le fer sont parmi les minéraux essentiels de I'organisme
qui interferent d'une maniére ou d'une autre avec le cancer. Cette étude vise a
évaluer les concentrations de ces oligo-éléments dans les échantillons sanguins de
patients cancéreux algériens par rapport a des sujets sains. Des échantillons de
sang ont été prélevés pour des patients cancéreux a I'hdpital universitaire de Blida,
"France Fanon", service d'oncologie .Ou elle a été transférée a I'Université de Blida,
au laboratoire de physique fondamentale et appliquée pour utiliser une technologie
nucléaire pour analyser les échantillons, qui est la fluorescence des rayons X. Cela
a été fait aprés que les échantillons ont été traités chimiquement avec une digestion
humide pour éliminer la partie organique du sang. Ensuite, le test ANOVA One-Way
ont été appliqués a I'analyse statistique.

L'analyse de la concentration du fer avec la technique de fluorescence X
dans le sang de 80 patients et 98 sujets sains a donné une concentration moyenne
de 1496 ug/l aux patients avec 1493 ug/l pour les sujets sains. Apres la comparaison
statistique de ces résultats, il a été exprimé qu'il n'y avait pas de différence entre les
concentrations moyennes dans les deux groupes pour fer. Les mémes échantillons
ont été analysés pour le zinc et le cuivre, les concentrations moyennes pour les
patients et les sujets sains étaient respectivement de zinc : 1344 ug/l et 1266 ug/l.
Le cuivre : 1078 et 1172 ug/l et il y avait une différence significative entre eux (p>
0,05).

Les concentrations des patients et des sujets sains de cuivre pour les deux
genres sont respectivement de 1201 et 1085 pg/l pour les femmes et de 1148 et
1070 pg/l pour les hommes. Comme pour le zinc 1310 et 1325 ug/l pour les femmes
et 1231 et 1368 ug/l pour les hommes. L'analyse statistique des deux éléments chez
les deux genres a montré qu'il y avait une diminution significative chez les femmes
par rapport au cuivre, contrairement au zinc, une augmentation significative a été
observée chez les hommes.

De plus, nous avons pu exprimer la relation entre I'age et le taux des
concentrations des éléments traces dans une équation expérimentale :

[TE] = eYolnx 4 eallnxe‘x/tl

Nous avons également étudié les taux d'oligo-éléments chez les patients
atteints de cancer du poumon en patrticulier et chez les fumeurs et les non-fumeurs
sains. Il existe une relation relative entre les ratios de concentration des fumeurs et
des patients atteints de cancer du poumon par rapport aux non-fumeurs en bonne
santé.

Mots-clés : oligo-éléments, zinc, fer, cuivre, cancer, La fluorescence X.



Remerciements

Tous les éloges et remerciements a ALLAH, le plus bienfaisant et le plus
miséricordieux, pour m'avoir donné cette opportunité d'évaluer mes connaissances,

la force et la patience de terminer ma these apres tous les défis et difficultés.

Cette these a été mise en ceuvre au niveau du Laboratoire de physique
fondamentale et appliguée (FUNDAPL), Université Blida 1. Je tiens a remercier
infiniment le directeur de laboratoire et mon directeur de thése Pr. Benamar
Mohamed Al-Amin, pour son soutien, son partage de temps et ses conseils précieux
a chaque étape de réalisation de ma thése. Il m'a inspiré par sa confiance en mon

travail.

Je tiens a remercier aussi ma co-directrice Dr Mabdoua Yamina pour son

aide et son orientation le long de mon parcours.

Sincéres remerciements au Pr. Derbal, Pr. Rouibi et Pr. Zermane pour avoir

accepté d'étre les examinateurs de ma présentation de these.

Je suis extrémement reconnaissant au Dr Melzi et au Pr. Bounedjar pour leur
soutien et pour m'avoir accepté de travailler dans le service d'oncologie de I'hopital

Frantz Fanon de Blida.

Je tiens a remercier tout particulierement le Pr Benamar DAHMANI de
m'avoir accepté comme étudiant visiteur dans le laboratoire de recherche en
Spectrochimie de pharmacologie structurale de I'Université de Tlemcen, en Algérie.
Un merci spécial aux membres de son équipe pour leur assistance technique pour

de nombreuses mesures.

Je suis profondément reconnaissante au Dr Kamel LAHMAR "Université
Mohamed Lamine Debaghine -Setif 2", j'ai bénéficié de ses aimables conseils pour
améliorer ma langue, de son aide critique et linguistiqgue pour améliorer la qualité

de mon manuscrite.

Je dois mes remerciements les plus chaleureux a mes amis et collegues,
Fairuz ZAHRA et Sarra MAADADI pour m'avoir encouragé a poursuivre mon réve
en m'aidant et en créant un accompagnement si agréable pendant mes études. Ce

gui m'a permis de passer un temps précieux dans le laboratoire FUNDAPL.



Je remercie mes amis et sceurs Asma Fetata, Najet Aisset, Amina Bachouti,
Hanaa Naoui et Nihed Guers pour leur aide et leurs encouragements pendant mes

études.

Un merci spécial a mes amis et petites sceurs Fatima Naimi, Maroua Rebahi

et Hadjer Ben Youcef pour leur aide et leurs encouragements.

Je voudrais remercier tout particulierement Wissam DJAMAI de m'avoir
accepté comme membre de sa famille. Un merci spécial a sa famille pour leur bon

accueil et leur hospitalité tout au long de mon séjour a Tlemcen.

Les mots ne suffiront pas a remercier les PARENTS bien-aimés pour leur
amour, leurs efforts et leurs prieres sans fin, merci a ma chere maman Nadia
GHOZLANE qui a sacrifié sa carriere pour ouvrir la voie a moi et a mes fréres et
sceurs pour éclater dans la vie avec fierté et zéle. Grace a mon pére Kamel
LAHMAR qui a été une source d'inspiration pour moi, ses encouragements m'ont

donné la force et m'améliorent.

Je remercie également toute ma famille, y compris ma chére tante comme
mon amie Nassira GHOZLANE pour son amour sans fin, son soutien et son
accompagnement rafraichissant pendant mon séjour a Blida. Ma gratitude sans fin
va a mes sceurs et fréres bien-aimés Mohamed, Hala, Ouaisse Taki-Eddinne,
Omama et Thouaiba pour m'avoir encouragé toute ma vie et surtout pendant mes
moments difficiles en tant que docteur étudiant. Votre soutien moral, vos bons voeux
et votre gentil accompagnateur me rappelleront ces jours inoubliables. Merci a la
charmante membre de notre famille, tante Régine Petit, pour sa sincérité, son

amour et son aide dans mes dures journées.

Il est clair que I'achevement de cette these ne pourrait étre réalisé sans l'aide
et les encouragements de nombreuses autres personnes a qui je suis trés

reconnaissant.

Je n‘espére que ce doctorat. Cette these ne sera pas la fin de mon voyage

dans la recherche de plus de connaissances.



TABLE DES MATIERES

RESUME

REMERCIMENTS
TABLE DES MATIERES

LISTE DES ILLUSTRATIONS, GRAPHIQUES ET TABLEAUX
INTRODUCTION GENERALE

1. GENERALITE

1.1 Le cancer

1.1.1. Définition

1.1.2. Statistiques

1.1.3. Processus de développement d'un cancer

1.1.3.1. Origine génique du cancer

1.1.3.2. Etapes de la cancérogénese

1.2. Les Oligo-éléments

1.2.1. Courbe effet-dose

1.2.4. Le Fer

1.2.4.1. Fonctions et symptomes de perturbation des doses
1.2.4.2. Role physiologique

1.2.5. Le cuivre (Cu)

1.2.5.1. Fonctions et symptémes de perturbation des doses
1.2.5.2. Principaux réles du cuivre dans I'organisme

1.2.6. Zinc

1.2.6.1. Fonctions et symptdmes de perturbation des doses
1.2.6.2. Principaux réles du zinc dans I'organisme

1.3. Les oligo-éléments et cancer

1.3.1. Fer et cancer

1.3.2. Cuivre et cancer

1.3.3. Zinc et cancer

1.4. Superoxyde dismutase (SOD)

1.4.1. CuzZn SOD et cancer

2. BASES THEORIQUES DES TECHNIQUES SPECTROSCOPIQUES

11
15

18

18
18
19
19
19
21
24
24
26
26
27
29
30
30
31
33
34
35
36
37
37
38
38
40



2.1. Nature des rayons X

2.2. La production des rayons X

2.2.1. Notion spectroscopies

2.2.1.1. Le fond continu

2.2.1.2. Les raies caractéristiques
2.2.1.3. Energie des raies

2.2.1.4. Intensité des raies

2.3. Interaction des rayons X avec la matiere
2.3.1. L'effet photoélectrique

2.3.2. Diffusion Compton « incohérente »
2.3.3. Diffusion Rayleigh

2.3.4. Création de pair

3.4. Loi d’atténuation

2.5. La fluorescence

2.5.1. Durées de vie et rendements de fluorescence

2.6. La spectroscopie XRF

2.6.1. Spectrometre XRF a dispersion d'énergie (EDXRF)

2.6.1.1. Détecteur

2.6.1.2. La source des rayons X

2.6.2. Analyse en spectrométrie de fluorescence X

2.6.2.1. Analyse qualitative

2.6.2.2. Analyse quantitative

2.7. Echantillon biologique

2.7.1. La digestion par voie humide
2.7.1.1. Réactifs de digestion

2.7.1.2. La température de digestion
2.7.1.3. Le temps de digestion

2.7.2. L'erreur systématique dans la digestion
3. MATERIEL ET METHODES

3.1. Population cible

3.1.1. Témoins contrdle « groupe sains »
3.1.2. Patients cancéreux « CD »

3.2. Questionnaire général

3.3. Description de I'échantillon

40
41
42
42
42
43
43
44
44
46
46
47
47
48
48
49
49
50
50
51
51
52
53
54
55
55
56
56
57
57
57
58
58
58



3.4. Prélévement et préparation de plasma

3.5. Elimination des contaminants

3.6. Méthode de digestion humide

3.7. Pourcentage de récupération

3.8. Préparation des échantillons pour I'analyse

3.9. Le spectrometre de fluorescence X "dispersion d'énergie"
3.9.1. Tube a rayons X

3.9.2. Changeur de filtre

3.9.3. Détecteur

3.9.4. La chaine de détection de 'ED-XRF

3.10. Mesure des concentrations

3.11. Etude de spectre EDXRF

3.11.1. Lalimite de détection

3.11.2. Etude d’effet filtre

3.12. Spectroscopie infra-rouge

3.13. Analyse statistique

3.13.1. Le test ANOVA

4. RESULTATS EXPERIMENTAUX ET INTERPRETATION
4.1. Validation

4.1.1. Assurance de protocole chimique

4.1.1.1. Rendement de minéralisation

4.1.2. QC/CA de technique et de mode d’analyse ED-XRF
4.1.2.1. Analyse par spectroscopie ED-XRF

4.2. Traitement des résultats obtenus

4.2.1. Les concentrations moyennes des oligo-éléments
4.2.2. Interprétation du niveau de signification

4.2.2.1. Discussion

4.2.3. Influence du genre sur la concentration du Cu, Fe et Zn
4.2.3.1. Discussion

4.2.4. Influence d’age sur la concentration du Cu, Fe et Zn
4.2.4.1. Discussion

4.2.5. Association du genre et I'age avec la maladie cancéreuse
4.3. Facteurs des risques

4.3.1. Lerapport Cu/ Zn

59
59
60
61
61
62
62
63
64
65
65
66
67
68
70
70
70
12
73
73
75
76
77
79
79
82
83
85
88
88
91
92
94
94



4.3.1.1. L'influence du genre sur le rapport SOD
4.3.1.2. Discussion

4.3.2. Tabagisme et cancer du poumon

4.3.2.1. Discussion

4.4. Comparaison avec d'autres études
CONCLUSION GENERALE ET PERSPECTIVES
APPENDICES

A Liste des symboles et des abréviations

B QUESTIONNAIRE

C Glossaire

D A-13, Traitement statistique

REFERENCE

94
95
97
99
100
102
104
104
105
106
108
112



11

LISTE DES ILLUSTRATIONS, GRAPHIQUES ET TABLEAUX

Figure 1.1 : Les caractéristiques du cancer 20
Figure 1.2 : Etapes de la cancérogenése 21
Figure 1.3 : Etapes de la formation d’'une métastase 23

Figure 1.4 : Dépendance de la fonction biologique de la concentration tissulaire a

I'apport d'un nutriment 25

Figure 1.5: Le fer dans différentes enzymes (a) cytochrome C, (b) NADH

déshydrogénase, (c) succinate déshydrogénase 28

Figure 1.6 : Le déséquilibre de la balance redox des cellules cancéreuses par

rapport a la cellule normale 36

Figure 2.1 : Le spectre électromagnétique, présenté en fonction de la longueur

d'onde, de la fréquence et de I'énergie 40
Figure 2.2 : Schéma de base d'un tube a rayons X 42

Figure 2.3 : Spectre radiographique général produit avec un tube de potentiel de 90

keV 43
Figure 2.4 : Les principales interactions des rayons X avec la matiere 44
Figure 2.5.A : L’effet photoélectrique ; La fluorescence 45
Figure 2.5.B : Processus d’émission d’électron Auger 45
Figure 2.6 : Diffusion Compton ou incohérent 46
Figure 2.7 : Diffusion Rayleigh cohérente 47
Figure 2.8 : Le processus de production de paires électron-positon 47

Figure 2.9 : Obtention du spectre d’émission des rayons X, rayonnements diffusé et

les rayonnements fluorescence 48

Figure 2.10 : Un diagramme de Jablonski simplifié pour illustrer la signification des

rendements quantiques et des durées de vie 49



12

Figure 2.11 Division générale des méthodes appliquées a I'analyse quantitative 52

Figure 3.1 : Le questionnaire distribué aux participants 58
Figure 3.2 : Description de population 59
Figure3.3 : Diagramme démonstrative protocole de digestion humide dusang 60
Figure3.4 : Dispositif expérimental d’ED-XRF type Epsilon 3XL, PANalytical 62
Figure 3.5 : Diagramme de la cellule de mesure 63
Figure 3.6 : Diagramme de la chaine de détection 65
Figure 3.7 : Spectre typique pour le standard A13 67
Figure 3.8 : Spectres de rayons X prélevés d'un échantillon avec filtres Ag et Al-
200, placée entre le tube a rayons X et I'échantillon 69
Figure 4.1 : Processus de présenté les résultats de notre travail 72

Figure 4.2 : Spectre IR des échantillons avant la digestion : (a) échantillon sain, (b)
échantillon patient 73
Figure 4.3 : Spectre IR des échantillons apres la digestion : (a) échantillon sain, (b)
échantillon patient 74
Figure 4.4 : Courbe de moyenne des concentrations pour les échantillons fortifiés
en fonction des concentrations ajoutés 75
Figure 4.5 : Spectre typique d’EDXRF pour le sang digesté d’un sujet cancéreux
77

Figure 4.6 : Spectre typique d’EDXRF pour le sang digesté d’'un sujet sain
78

Figure 4.7. Distribution de la concentration de fer (a), de cuivre (b), de zinc (c)
80-81

Figure 4.8 : Concentration moyennes de cuivre, de fer et de zinc dans les groupes

des patients (CD) et sains (contréle) 82

Figure 4.9 : La variation des concentrations de (a) fer (b) cuivre et (c) zinc dans le

groupe CD pour les deux genres (femmes et hommes) 85

Figure 4.10 : Variation de la moyenne des concentrations de cuivre, de fer et de

zinc par groupe d'age de la population de CD 89

Figure 4.11 : La variation de la concentration en oligo-éléments avec I'age : (a) Cu,
(b) Fe et (c) Zn 90-91



13

Figure 4.12 : Moyenne des concentrations de Cu, Fe et Zn de femmes de population

CD par groupe d'age 93

Figure 4.13: Moyenne des concentrations de Cu, Fe et Zn des hommes de

population CD par groupe d'age 93

Figure 4.14 : Distribution de la concentration de Cu / Zn dans le plasma des groupes

CD et groupe témoins 94

Figure 4.15 : La variation des rapports Cu / Zn dans la population CD pour les deux

genres 96

Figure 4.16 : Concentrations de cuivre, fer et zinc pour les groupes des sains
contréle non-fumeurs (controle), les fumeurs et les patients atteints de cancer du
poumon (LCD) 99

Figure 4.17 : Concentrations moyenne (ug/l) du Cu, Zn et Fe dans des CD et sains

contréles, de population polonaise et irakienne avec algérienne. 100

Tableau 1.1 : Fonctions du fer et symptomes de leur insuffisance et états excessifs
27

Tableau 1.2 : Fonctions du cuivre et symptdomes de leur insuffisance et états

excessifs 30

Tableau 1.3 : Fonctions du fer et symptomes de leur insuffisance et états excessifs
33

Tableau 2.1 : Les avantages et les inconvénients de la technique de digestion par
voie humide dans le systeme ouvert par chauffage conventionnel
54

Tableau 3.1 : type de filtre et son état de fonctionnement 64

Tableau 3.2 : Seuil de détection de la technique XRF pour le Fer, Cuivre et le Zinc
68

Tableau 4.1 : Concentrations (mg/kg) mesuré et certifié de A-13 pour Cu, Fe et Zn ;
avec le Z-score, U-score et R-biais 76
Tableau. 4.2 : Concentrations plasmatiques des éléments (Fe, Cu et Zn) pour les
groupes contrdle et CD : Nombre de participant dans chaque groupe, moyennes et

écart-type, intervalles des concentrations des éléments en pl/g 79



14

Tableau 4.3 : Test ANOVA-One-Way pour la concentration de Fe, Cu et Zn dans le

plasma des groupes témoins et CD avec le taux de réduction 83

Tableau 4.4 : Concentrations des éléments Fe, Cu et Zn dans le plasma sanguin en
ug/l pour les groupes témoin et CD respectivement pour les femmes et les
hommes : nombre de patients dans chaque groupe, moyennes et écart-type,
intervalles des concentrations des éléments, taux de réduction (%) et signification
87

Tableau 4.5 : Les concentrations de rapport Cu/Zn pour les groupes témoin et CD :
moyenne, écart-type, intervalle des rapports, taux de réduction et la signification p.
95

Tableau 4.6: le rapport du Cu/Zn SOD pour les groupes témoin et CD
respectivement pour les femmes et les hommes : nombre de patients dans chaque
groupe, moyennes et I'écart-type, intervalles des concentrations des éléments, taux
de réduction (%) et signification
97

Tableau 4.7 : Concentrations plasmatiques des éléments Fe, Cu et Zn en ug/l, pour
les témoins, les fumeurs et les groupes LCD : nombre de patients dans chaque
groupe, moyennes et écart-type, taux de réduction (%) avec signification. 99
Le tableau 4.8 résume la variation de taux du fer, cuivre et zinc des travaux issus

de la littérature 101



15

Introduction général

La compréhension de la maladie cancéreuse et le développement de leur
traitement sont des défis pour la santé mondiale, a propre des recherches
multidisciplinaires internationales est nécessaire pour surmonter les différents défis
scientifiques dans ce domaine [1]. Car le cancer est I'un des principaux risques de

morbidité et de mortalité dans le monde.

Actuellement, environ 70% des déces par cancer surviennent dans les pays a
revenu faible ou intermédiaire (LMICs) [2]. Dans I'Algérie, d’apres le Réseau
national des registres du cancer, dans les données épidémiologiques, le taux
annuel d'incidence du cancer continuera d'augmenter, passant de 41 870 cas en
2015 a 49 000 cas en 2020 et 61 000 cas en 2025 [3].

Malgré le taux des déces éleve, la participation des pays a revenu faible ou
intermédiaire, ou la plupart sont situés en Amérique du Sud et en Asie, est faible [4-
7]. Donc I'Organisation Mondiale de la Santé (OMS) vise a encourager le

développement de stratégies anticancéreuses a long terme dans ces pays (LMICs)
[8].

La cancérogénese est bien établie que les radicaux libres en général et les ions
radicaux superoxyde en particulier sont des causes possibles de cancer [9]. De
plus, I'apparition et la progression du cancer sont liées au stress oxydatif [10, 11].
Les oligo-éléments peuvent produire des especes réactives de I'oxygene comme
les radicaux hydroxyles, qui attaque la guanine (base purique constitutive de ’ADN)
[12]. Ces especes peuvent attaquer et provoquer une mutation de I'ADN, qui fait

partie du processus pathologique du cancer.

En régle générale, le role du fer dépend de son statut; la limitation de la
croissance et de la réplication des cellules cancéreuses chez 'homme [13]. Le
cuivre est essentiel dans la défense antioxydant, mais les concentrations élevées

de cuivre sont liées aux troubles du cancer, par linduction de la prolifération
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cellulaire due aux dommages a I'ADN causés par le radical hydroxyde libre ; tandis
gue la carence en cuivre peut entrainer une augmentation des dommages oxydatifs.
Par conséquent, des niveaux normaux de cuivre sont essentiels pour maintenir
l'intégrité structurale de I'ADN pendant le stress oxydatif [14, 15]. D'un autre coté, le
zinc joue un réle important dans la stabilisation de la structure de I'ADN, de 'ARN
et du ribosome. Elle est également nécessaire au fonctionnement de plusieurs
facteurs de transcription protéique qui reconnaissent certaines séquences d'ADN et

contrdlent la transcription des genes [16, 17].

A c6té des oligo-éléments, il existe des enzymes antioxydants qui ont une
influence sur la cancérogénese comme I'enzyme principale du systéme de défense
antioxydante intracellulaire cuivre-zinc superoxyde dismutase (CuzZn SOD);
Diverses études [18, 19] ont montré une relation entre le niveau de CuzZn SOD et le

cancer.

Plusieurs méthodes physiques telles que XRF, TXRF, ICP-MS, ICP-OES, AAS
et INAA sont utilisées pour étudier la concentration en oligo-éléments dans le
sérum, le plasma, le sang total humain ou les cheveux. [20-24]. La nature multi-
elémentaire et le temps d'analyse court couplés aux petites quantités d'échantillons
nécessaires font de ces techniques un outil précieux en analyse clinique. En
particulier, la fluorescence X "XRF" est une analyse représentative multi-
élémentaire d'oligo-éléments qui ont un certain nombre de caractéristiques
intéressantes, telles que la simplicité, la sensibilité élevée et la limite de détection
basse, la possibilité d'analyser un grand nombre d'échantillons et détermine la

concentration en éléments par précision.

L’objectif de cette étude est de participé a I'effort mondiale face au cancer, par la
détermination de la distribution et la corrélation des taux sériques d'oligo-éléments
entre les patients cancéreux et les groupes sains de la population algérienne ; Par

une technique physique qui est Fluorescence X a dispersion d'énergie (EDXRF).

La présente étude, comme une étude multidisciplinaire, est parmi la premiere

étude en Algérie qui ciblé la relation des oligo-éléments et le cancer.

Pour bien clarifier les objectifs et les modus operandis de cette étude, on a
organisé ce manuscrit en deux parties, a savoir : une partie théorique comprenant

des généralités et une synthése bibliographique, une partie expérimentale suivie
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d'annexes. Les deux parties sont divisées en quatre chapitres. Apres une
introduction générale a ce travail, le premier chapitre présente les généralités sur la
maladie ciblée (cancer) et sur les oligo-éléments et en particulier les éléments
étudiés (cuivre, fer et zinc). Le deuxiéme chapitre décrit les bases théoriques de
technique spectroscopique utilisée et le traitement chimique suivi. L'approche suivie
par I'échantillonnage, le matériel et les méthodes utilisées sont données dans le
troisieme chapitre. Les résultats obtenus et leur traitement statistique sont
présentés et discutés dans le quatrieme et dernier chapitre qui est suivi d'une

conclusion générale.
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Chapitre | : Généralité

Pour pouvoir comprendre la relation possible entre les oligoéléments fer, cuivre
et zinc et le cancer, nous allons, dans ce chapitre, donner des généralités sur le
cancer et leur processus de développement, les oligoéléments (fer, cuivre et le
zinc). Aprées un bref apercu sur le cancer, en tant que principal cible da I'étude et
une intromission sur les oligo-éléments tel que le fer, le cuivre et le zinc, et leur role
physiologique dans le corps. Enfin, est donnée une revue des connaissances sur la

relation de ces éléments et le cancer.

1.1 Le cancer

1.1.1. Définition

Le cancer est un terme général utilisé pour définir un grand groupe de
pathologies pouvant affecter différentes parties de I'organisme. Ces maladies sont
aussi appelées tumeurs malignes et/ou néoplasmes. Une tumeur est une
perturbation pathologique de la croissance cellulaire, caractérisée par une
prolifération excessive et anormale des cellules. Les tumeurs sont une masse
anormale de tissu qui peut étre solide ou liquide. Lorsque la croissance des cellules
tumorales se limite au site d'origine et sa forme physique normale, elles sont
considérées comme des tumeurs bénignes. Lorsque les cellules sont anormales et
peuvent se développer de maniére incontrblable, elles sont considérées comme des
cellules cancéreuses, c'est-a-dire une tumeur maligne. Les tumeurs sont également
appelées «<NEOPLASME». [25]

1.1.2. Statistiques

L’organisation mondiale de la santé (OMS) a enregistré 7,6 millions de décés
causeés par le cancer a travers la planete en 2008. Cela correspond a environ 13%
de la mortalité mondiale. L’'OMS considére que 30% de ces cancers sont évitables.

Actuellement, environ 70% des déces par cancer surviennent dans les pays a
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revenu faible ou intermédiaire (PRITI) [26]. Le Réseau national algérien des
registres du cancer a rapporté, dans les données épidémiologiques, que le taux
d'incidence annuel du cancer continuera d'augmenter, passant de 41 870 cas en
2015 a 49 000 cas en 2020 et 61 000 cas en 2025 [27]. Dans le monde entier, les
évolutions de cancer montrent que pour les hommes et les femmes combinés, prés
de la moitié des nouveaux cas et plus de la moitié des déces par cancer dans le
monde en 2018 surviennent en Asie, en partie parce que la région concentre pres

de 60 % de la population mondiale.

Du total des cas de cancer dans le monde, 'Europe concentre représente 23,4
% des cas et 20,3 % des décés dus au cancer, alors qu’elle ne représente que 9,0
% de la population mondiale. Une proportion de 13,3 % de la population mondiale
sont localisés a les Amériques mais concentrent 21,0 % de l'incidence et 14,4 % de
la mortalité dans le monde. Par rapport aux régions restons du monde, les déces
par cancer en Afrique et en Asie, 57,3 % et 7,3 % respectivement, sont plus élevées
que les proportions de cas d’incidence, 48,4 % et 5,8 % respectivement, car ces
régions enregistrent une fréquence plus élevée de certains types de cancer
associés a un pronostic plus défavorable et des taux de mortalité eux aussi plus
elevés, en plus d’'un accés limité aux services diagnostiques et aux traitements

opportuns dans de nombreux pays. [28]

1.1.3. Processus de développement d'un cancer

1.1.3.1. Origine génique du cancer

L'oncogenése est le processus par lequel les cellules saines se transforment
en cellules cancéreuses. Elle est caractérisée par une série de changements
génétiques et cellulaires, y compris I'activation oncogéne, qui conduisent la cellule
a se diviser de maniére incontrolée. A la suite de mutations ou de réarrangements
chromosomiques, les protéines impliquées dans les processus de division cellulaire
acquierent la capacité de transformer les cellules et d’induire un processus de
cancérisation [29]. Ce sont des genes codant pour des protéines dont I'expression
conduit normalement a un phénotype prolifératif et a la suppression de l'apoptose.
[30]

Pour comprendre comment contrecarrer les mécanismes qui sous-tendent la

capacité des cancers a tuer le patient ou, en d'autres termes, & étre malin. A cette
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fin, la complexité déroutante de nombreuses propriétés interdépendantes des

cancers a éte distillée il y a 20 ans en «six altérations essentielles de la physiologie

cellulaire qui dictent collectivement la croissance maligne: autosuffisance en

signaux de croissance, insensibilité aux signaux inhibiteurs de croissance évasion

de la mort cellulaire programmée (apoptose), potentiel de réplication illimité,

angiogenese soutenue et invasion tissulaire et métastase »(figurel.1). [31]

En effet, 'amélioration des connaissances sur les différents mécanismes

régulant la division cellulaire a permis de montrer I'importance du réle des molécules

régulatrices du cycle cellulaire dans les processus cancéreux [32].

1)

2)

3)

Pertes capacités
apoptotiques

Invasion et

métastases

Figure 1.1 : Les caractéristiques du cancer. [32]

Autosuffisance, facteurs de croissance : Les cellules normales dépendent de
la signalisation de croissance d'un cycle cellulaire étroitement régulé pour
proliférer de maniere contrélable et maintenir 'homéostasie tissulaire - ceci
est perturbé en cas de cancer, ou les cellules cancéreuses n‘ont pas besoin
de stimulation par des signaux externes (sous forme de facteurs de
croissance) pour se multiplier. [33, 34]

Perte du controle du cycle cellulaire : Les cellules cancéreuses sont
généralement résistantes aux signaux de croissance empéchant leurs
voisins. [32, 35]

Pertes capacités apoptotiques : L'apoptose est une forme de mort cellulaire
programmeée (suicide cellulaire), le mécanisme par lequel les cellules sont

programmées pour mourir en cas d'endommagement. Les cellules
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cancéreuses sont typiqguement capables de contourner ce mécanisme. [32,
36]

4) Immortalité : Les cellules non cancéreuses meurent aprés un certain nombre
de divisions. Les cellules cancéreuses échappent a cette limite et sont
apparemment capables de croissance et de division indéfinie. Mais ces
cellules immortelles ont des chromosomes endommagés, qui peuvent
devenir cancéreux. [32,37]

5) Néo-angiogenése : L'angiogenese est le processus par lequel de nouveaux
vaisseaux sanguins se forment. Les cellules cancéreuses semblent étre
capables de relancer ce processus, en s'assurant que ces cellules regoivent
un approvisionnement continu en oxygene et autres nutriments. [32, 38]

6) Invasion et métastases : Les cellules cancéreuses peuvent se détacher de
leur site ou organe d'origine pour envahir les tissus environnants et se

propager (métastaser) vers des parties du corps éloignées. [32, 39]

1.1.3.2. Etapes de la cancérogénese

C’est en 1947 que Berenblum et Shubik [40] décrivent pour la premiére fois ce
concept de cancérogénése en trois étapes : la phase d'initiation et les phases de
promotion et progression. Des changements dans la structure du génome ont lieu

lors des trois phases de développement néoplasique. [41]. (Figure 1.2)

INITIATION PROMOTION PROGRESSION CANCER METAS

7 3 7 TUMEURS CLINIQUEMENT
LESION DE LADN ACTIVATION DES ONCOGENES/INACTIVATION GENES SUPPRESSEURS DETECTABLES

Radiation

Substances °
chimiques

Virus

Figure 1.2 : Etapes de la cancérogenése [42].

a). Initiation

L’initiation est la premiere étape de la cancérogénése. Elle correspond a
I'apparition d’'une Iésion détectable et irréversible de ’'ADN due a I'exposition a un
carcinogéne environnemental ou endogene (stress oxydatif par exemple).

Cependant, a ce stade de la cancérogénése, les génes suppresseurs peuvent
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encore exercer leur fonction cellulaire en bloquant la prolifération cellulaire lorsque
des anomalies de ’'ADN sont détectées. Les génes de réparations qui codent pour
des enzymes de réparation de ’ADN permettent aussi d’échapper au processus de
canceérogeénese. D’un point de vue phénotypique, la cellule mutée en phase initiale
est similaire aux cellules « normales », de départ. Elle a subi des mutations induisant
des proliférations cellulaires mais n’a pas encore subit de différenciation. Lors de
cette phase d’initiation, certains facteurs comme I'alimentation ou I'activité physique
peuvent agir sur ces genes de réparation en stimulant les enzymes qui en
découlent. [43, 44].

b). Promotion

La phase de promotion de la cancérogénése a lieu lorsqu’il y a une exposition
prolongée, répétée ou continue, a un nouvel agent appelé ‘promoteur’. La
substance va alors stabiliser la mutation et provoquer une désorganisation
tissulaire. Une substance promotrice n’interagit pas avec 'ADN sans avoir été
activée par meétabolisation. Les promoteurs sont des activateurs des génes
modifiés. En fonction des géenes touchés, le contréle de la croissance et de la
différenciation cellulaire peuvent étre perturbé. La promotion est une phase
réversible. Lorsqu’il n’y a plus de stimulation par le promoteur, on observe une
régression de la prolifération cellulaire. A ce stade-la de la cancérogénese (initiation
et promotion), il peut encore exister une balance entre I'apoptose cellulaire et la
prolifération. [45, 46]

c). Progression

C’est I'ensemble de ces trois étapes de modifications génomiques qui assure la
génération d’un cancer. La progression est d’ailleurs caractérisée par l'irréversibilité
[47], l'instabilité génétique, une croissance accélérée avec invasion tissulaire rapide
et des changements morphologique, métabolique et biochimique caractéristiques
des cellules. La cellule cancéreuse prolifere désormais sans les contraintes
normalement imposées. Plus les cellules proliferent, plus l'instabilité génétique
apparait. Finalement, I'angiogenése est essentiel au développement néoplasique

et son inhibition rapide doit étre établie pour retarder le développement du cancer.
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Une fois la tumeur est installée, elle va se proliférer, et augmenter sa taille, d’'ou un

mécanisme spécial de croissance va étre impliqué. [48, 49]

d). Métastases

Si les cellules cancéreuses restent dans leur tissu d'origine, elles peuvent étre
détruites. Pour survivre, celles-ci doivent migrer. Ainsi, une revascularisation va se
former et leur permettre de quitter la tumeur primitive pour créer des métastases
[50]. La métastase est la véritable cause de la malignité des cancers. Le mécanisme
de développement des métastases est complexe, en effet, il met en jeu des voies
de prolifération et de survie cellulaire ainsi que différentes voies d'adhésion et de
motilité. [51, 52]. La cellule cancéreuse emprunte deux voies principales de

dissémination :
— la voie lymphatique, responsable de I'invasion des ganglions lymphatiques

— la voie sanguine, responsable de l'invasion d'autres organes a distance tels que

les poumons, le cerveau, le foie ou les os [53].

Figure 1.3 : Etapes de la formation d’'une métastase. [53]

Pour former une métastase, les cellules cancéreuses doivent étre capables de
se détacher de la tumeur primitive, de franchir les barriéres afin de pénétrer dans la
circulation lymphatique ou sanguine, et d'en sortir tout en évitant les cellules

immunitaires. Elles doivent enfin étre capables de se fixer sur un nouveau support
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ou elles développeront des capacités de prolifération afin de former une nouvelle

tumeur (figure.l.3.) [53].

1.2. Les Oligo-éléments

Le corps humain est composé d'éléments qui peuvent étre grossierement
divisés en éléments abondants et oligo-éléments [54]. Les éléments abondants sont
constitués des éléments majeurs impliqués dans la formation des liaisons
covalentes et sont des constituants importants des tissus (oxygéne, carbone,
hydrogéne, azote, etc.) et des éléments semi-majeurs, qui existent souvent a I'état
ionique, et sont impliqués dans les fonctions du corps vivant par le maintien de la

pression osmotique et des potentiels membranaires (potassium, sodium, etc.) [55]

Les oligo-éléments essentiels du corps humain comprennent le zinc (Zn), le
cuivre (Cu), le sélénium (Se), le chrome (Cr), le cobalt (Co), I'iode (I), le manganese
(Mn) et le molybdéne (Mo). Bien que ces éléments ne représentent que 0,02% du
poids corporel total [56], ils jouent un réle important, par exemple en tant que centres

actifs d'enzymes ou en tant que traces de substances bioactives.

Les oligo-éléments font référence a «des éléments qui se trouvent dans des
environnements naturels et perturbés en petites quantités et qui, lorsqu'ils sont
présents en concentrations bio-disponibles suffisantes, sont toxiques pour les

organismes vivants [57].

1.2.1. Courbe effet-dose

Selon la définition de Mertz en 1981, « Un éléments est essentiel quand sa
carence se traduit objectivement par trouble fonctionnel et quand son apport a
doses physiologiques .... Prévient ou guérit ce trouble » [58], C'est a dire I'effet de
I'apport d'un oligo-élément dépend de la dose. Lorsque l'oligo-élément est essentiel

I'absence comme l'apport massif seront |étaux.

La dépendance de la sévérité des signes et des effets du réapprovisionnement sur
le degré de carence a été formulée mathématiquement par Bertrand au début de ce

siecle [59].
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Figure 1.4 : Dépendance de la fonction biologique de la concentration tissulaire a

I'apport d'un nutriment. [58]

Comme lillustre la figure 1.4, la regle de Bertrand stipule qu'une fonction pour
laquelle un nutriment est essentiel est trés faible ou absente dans une carence
théorique absolue, et augmente avec l'augmentation de I'exposition au nutriment
essentiel. Cette augmentation est suivie d'un plateau représentant le maintien d'une
fonction optimale grace a la régulation homéostatique, et d'un déclin de la fonction
vers zéro lorsque les mécanismes de régulation sont surmontés par des
concentrations croissantes qui deviennent toxiques. Bien que chaque nutriment
essentiel ait sa propre courbe spécifique qui differe de celle des autres nutriments
(par exemple, par la largeur du plateau), le principe du modéle de Bertrand est
probablement applicable a tous les nutriments essentiels, y compris l'eau, et
I'oxygene, ainsi que les oligo-éléments individuels. Deux conclusions de ce modele
sont pertinentes pour la compréhension de la recherche sur les éléments traces : (i)
pour chaque élément, il existe une gamme d'expositions sdres et adéquates, dans
lesquelles I'homéostasie est capable de maintenir des concentrations tissulaires et
des fonctions optimales ; et (ii) chaque oligo-élément est potentiellement toxique

lorsque la plage d'exposition slre et adéquate est dépassée.

1.2.4. Le Fer
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Le fer est un élément chimique avec le symbole Fe et le numéro atomique 26.
C'est un métal qui appartient a la premiere série de transition et au groupe 8 du
tableau périodique [60]. Le fer est présent dans I'organisme sous forme ferreuse
(Fe2 +) et ferrique (Fe). Les processus redox médiés par le fer sont impliqués dans
le transport d'électrons dans la respiration mitochondriale. Parallelement a la
participation aux processus physiologiques, le réle du fer dans la génération de

radicaux libres est bien connu [61].

L'organisme humain adulte contient environ 3 a 5 g de fer et prés des 2/3 du
fer total sont incorporés a I'hémoglobine. Les globules rouges, le foie, les muscles

et les os sontriches en fer [62].

Le fer plasmatique a trois sources principales : 1) le fer absorbé par les
entérocytes dans le duodénum proximal (alimentaire) ; 2) fer libéré des hépatocytes
(déposé) ; 3) meétal libéré par les macrophages et les cellules réticuloendothéliales
(réutilisation). Le fer libérant des entérocytes dans la circulation sanguine est oxydeée
par la céruloplasmine (hephestine) [63]. Le taux sérique de fer doit étre déterminé
4 & 6 heures apres l'ingestion. Les taux seriques de fer normaux sont de 50 a 150
mg/dL [64].

Le fer se dissout plus rapidement dans l'acide nitrique que dans les autres
acides dilués, ce qui indique que le nitrate agit comme dépolarisant ; et les

composes nitrés sont réduits par le fer et I'acide sans dégagement d'hydrogéne [65].

1.2.4.1. Fonctions et symptomes de perturbation des doses

Le fer est un composant essentiel des enzymes ou ils attirent ou soustraient des

molécules et facilitent leur conversion en produits finaux spécifiques.

Le tableau 1.1 répertorie les enzymes contenant du fer et résume les fonctions
physiologiques des oligo-éléments et les caractéristiques de leurs états de carence

et d'exces.

Tableau 1.1 : Fonctions du fer et symptémes de leur insuffisance et états excessifs.
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Oligo- Enzymes contenant et | Fonctions Symptémes de | Symptébmes
élémen | les formes actives physiologiques | I'état de carence d'un état
t excessif
Fer cytochrome a-c, Photosynthése | Anémie maladie
cytochrome ¢ Oxydation Fatigue hépatique
réductase, aérobie des Fonction cognitive | chronique,
catalases, glucides. diminuée. cirrhose et
peroxydases, fer dans Adaptation aérobie | conduire a un
xanthine oxydases, I'héme : Syndrome des | carcinome
tryptophane pyrrolase, | Oxydation jambes sans repos. | hépatocellulaire
succinate d'aldéhyde Alopécie [68]. . insuffisance
déshydrogénase, Transfert cardiaque et
glucose-6-phosphate | d'électrons rythmes
déshydrogénase, Protection cardiaques
et la choline contre le irréguliers.
déshydrogénase. [66] | peroxyde taux de glucose
d'hydrogene sanguin élevés
Transport et diabete.

d'oxygene [67].

fatigue, perte de
cheveux,
infertilité et
diminution de la
libido.
arthrite.
accélérer les
maladies
neurodégénérat

ives [69].

1.2.4.2. R6le physiologique

Le fer occupe une place de grande importance dans la physiologie humaine,

car il participe dans plusieurs mécanismes et processus cellulaires fondamentaux,

dont le transport de I'oxygéne [70], la synthése d’ATP (adénosine triphosphate) et

d’ADN (acide désoxyribonucléique) ainsi qu’a la prolifération cellulaire [71].
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D’abord, il participe aux mécanismes de respiration cellulaire dans la
mitochondrie, ou dans la chaine respiratoire : le fer contenu dans différentes
enzymes (cytochrome ¢, NADH déshydrogénase, succinate déshydrogénase)

permet le transfert des électrons, grace a sa capacité d’oxydoréduction (figure.l.5.).

centers QI t ’ K H,
SN IR e
/ /é\ 2
FAD FADH,
NADH NAD'+H" Succinate Fumarate + 2 H®

Figure 1.5: Le fer dans différentes enzymes (a) cytochrome C [72], (b) NADH

déshydrogénase [73], (¢) succinate déshydrogénase [74].

Aussi, il joue un rbéle métaboligue important dans la régulation du cycle
cellulaire. 1l active les complexes de kinases cycline-dépendantes, favorisant la
progression du cycle cellulaire vers la phase de réplication de 'ADN. D’autres
protéines impliqguées dans la réplication et la réparation de I'ADN utilisent le fer
comme cofacteur, telles les ADN polymérases, les ADN hélicases ou encore la
ribonucleotide réductase, enzyme qui catalyse la conversion des ribonucléotides en

deoxy-ribonucleotides [75].

En plus, il prend part dans des diverses mécanismes, telle la destruction des
péroxydes dans le cerveau, par stimulation des catalases et des peroxydases ;
’hydroxylation des stéroides au niveau des glandes surrénales, ainsi que le

métabolisme des catécholamines par action sur les mono-amine-oxydases.

En effet, lorsqu’il est présent en trop grandes quantités, le fer peut induire la
formation de radicaux libres (especes réactives de I'oxygéne, ERO) en catalysant

la réaction chimique de Fenton :
Fe?*+ H,0; — Fe** + OH™ ++OH (1.1)

Les radicaux libres ainsi générés altérent les protéines (inactivation d’enzymes),
les lipides (peroxydation lipidique) ainsi que I’ADN (cassure des brins d’ADN) et

représentent donc une source possible de stress oxydatif et de mort cellulaire [76].
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1.2.5. Le cuivre (Cu)

Le cuivre, élément chimique, un métal rougeéatre extrémement ductile du
groupe 11 (Ib) du tableau périodique qui est de numéro atomique 29, de symbole
Cu [77]. Le corps simple cuivre est un métal qui est un conducteur
exceptionnellement bon d'électricité et de chaleur [78]. Le cuivre se trouve dans la
nature a I'état métallique libre. La plupart des composés de cuivre présentent deux
états d’oxydation : cuivre(l) et cuivre (II) qui sont nommeés cuivreux pour cuivre(l), et
cuivrique pour le cuivre (II). [79]. Le cuivre liquide apparait verdatre, une

caractéristique qu'’il partage avec I'or lorsque la luminosité est faible [80].

Le cuivre métal ne réagit pas avec les solutions acides non oxydantes comme
I'acide chlorhydrique (réaction tres lente avec l'acide sulfurique concentré). Par
contre, des solutions acides ayant des propriétés oxydantes marquees (comme
I'acide nitrique ou des solutions diluées d'acide sulfurique aérées et oxygénées)
peuvent attaquer le cuivre pour conduire au di-nitrate de cuivre dans le cas d'une

attaque a l'acide nitrique [81].

Le cuivre est un oligo-élément essentiel présent dans tous les organes et cellules.
La chimie redox de cet élément rend le cuivre tres approprié comme cofacteur
catalytiqgue dans les enzymes oxydantes. Le cuivre est impliqué dans de hombreux
processus biologiques, principalement en tant que partie intégrante d'enzymes,
telles que celles impliquées dans la respiration cellulaire (cytochrome ¢ oxydase),
la défense antioxydante (superoxyde dismutase), la formation du tissu conjonctif
(lysyl oxydase et protéines apparentées), la biosynthése des neurotransmetteurs (
dopamine béta-hydroxylase), la maturation des hormones peptidiques (peptidyl-
glycine alpha-amidating monooxygénase), la pigmentation (tyrosinase), la
kératinisation (sulfhydryl oxydase) et I'homéostasie du fer (céruloplasmine et
hephaestine) [82].

Il ne semble pas y avoir de problemes méthodologiques majeurs, ni de risques
de contamination évidents associés a la mesure du cuivre dans les fluides
biologiques. Aucune précaution analytique particuliere n'est a prendre en compte
pour la mesure du Cu dans les fluides biologiques [83]. La concentration de cuivre
dans le sérum ou le plasma d’individus en bonne santé couvre une plage de 0,8 a
1,4 mg/L [84, 85].
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impliqué dans de nombreux processus biologiques,

principalement en tant que partie intégrante d'enzymes. Le tableau 1.2 répertorie

les enzymes contenant du fer et résume les fonctions physiologiques des oligo-

éléments et les caractéristiques de leurs états de carence et d'exces.

Tableau 1.2 : Fonctions du cuivre et symptdmes de leur insuffisance et états

excessifs. [62]

osseuse.
Irrégulier / Stimuler
la métaphyse,
Radiotransparence
osseuse,
Amincissement du

cortex osseux

Oligo- Enzymes contenant et | Fonctions Symptémes de | Symptébmes

élémen | les formes actives physiologiques | I'état de carence d'un état

t excessif

Cuivre | Céruloplasmine Hémopoiese! | Anémie Nausées,
Monoamine oxydase. | Métabolisme Leucopénie vomissement,
Cytochrome oxydase. | 0Sseux. Neutropénie brhlures
Acide ascorbique Métabolisme Maturation d'estomac,
oxydase. du tissu perturbée des | diarrhée,
Dopamine conjonctif. leucocytes jaunisse,
hydroxylase. myéloides. hémoglobinurie,
Superoxyde Changement hématurie,
dismutase. osseux (enfants) : oligurie, anurie,
Etc. Réduction de l'age | hypotension,

coma, méléna

1.2.5.2. Principaux réles du cuivre dans I'organisme

= Cofacteur des réactions d’oxydo-réduction : Par son potentiel oxydatif, le

cuivre participe a la production d’ « oxygéne réactif ». Les ROS (Reactive

1 Ensemble des processus cellulaires qui conduisent a la production des diverses cellules du

sang.
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Oxygene Species) ont pour conséquences, la péroxydation des lipides
transmembranaires dégradant les membranes plasmiques, I'oxydation de
protéines (provoquant par exemple des cassures des brins d’ADN, d’ARN).
Ces dégradations et oxydations favorisent le processus de vieillissement
cellulaire, la survenue de cancers. De plus, le cuivre est un catalyseur de la
SOD, participant a la lutte contre les radicaux libres. Il peut alors étre
considéré comme un anti-oxydant [86, 87].

= Cuivre et systéeme immunitaire : L’action anti-inflammatoire du cuivre passe
par un mécanisme d’inhibition de l'activité des prostaglandines et des
leucotrienes. |l stimule également le systeme immunitaire lors d’infections
virales ou bactériennes [88, 89].

= Cuivre et hématopoiése : Le cuivre est un cofacteur de la Céruloplasmine,
transporteur du fer, permettant la délivrance du fer, constituant de ’'héme
[90].

= Cuivre et systeme nerveux: Cofacteur de la tyrosine-hydrolase, et
dopamine-hydrolase, il intervient comme stimulant de I'activité neuronale,
avec une action sur la myéline [91, 92].

= Cuivre et éléments de structure de tissus de soutien : Le cuivre est également
un cofacteur de la lysyl-oxydase, participant a la synthese de collagene,
d’élastine et de constituants matriciel, nécessaires aux tropismes et
trophismes des tissus cartilagineux, osseux, vasculaires, pulmonaires et
cutanés [93].

= Cuivre et mélanine: Le cuivre participe a la synthése de mélanine,

constituant de la peau, et des yeux [94].
1.2.6. Zinc

Le zinc est un élément chimique relativement abondant. Il est un métal de
transition, de numéro atomique 30 et de masse atomique 65,38. Il appartient au
groupe 12, de période IV et de bloc d de la classification périodique [95]. C’est
I’élément le plus abondant aprés le fer, présent trés souvent a I'état de traces dans
les sulfures naturels ou il se substitue au soufre. Il est présent dans la nature sous

forme de cing isotopes : %4Zn, %Zn, ,67Zn, %8Zn et 7°Zn [96].
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Chauffé a des températures élevées, le zinc brule dans l'air avec émission de
fumées bleu-verdatre d'oxyde de zinc, la poudre de zinc peut s'enflammer
spontanément en présence d'humidité. A températures ordinaire et en atmosphére
parfaitement séche, le zinc pur est stable. L’oxydation ne commence d'une maniére

sensible que vers 225 °C.

e |l peut étre attaqué lentement par l'acide sulfurique et I'acide chlorhydrique
dilués avec dégagement d'hydrogéne : la réaction est favorisée par la
présence d'impuretés dans le métal tel que le cuivre, le fer, le nickel...

e Le zinc réagit lentement avec l'ammoniaque et l'acide acétique, plus
rapidement avec l'acide nitrique (avec formation d'oxyde d'azote et parfois
d'azote).

e |l est sensible a la plus part des substances organiques, a conditions que

celles-ci soient exemptes d'acidité et d’humidité.

La poudre de zinc peut réagir de maniere explosive avec divers produits :

soufres, chlorates, chlorures, fluorures, nitrates de potassium [97, 98].

Il représente 0,004 % de la crolte terrestre. C’est un oligo-élément essentiel
intervenant notamment dans le développement cellulaire et présent dans pres de

200 enzymes [99].

Les niveaux de zinc dans le sérum et le plasma sont normalement d'environ 1
mg/L [100]. Les concentrations plasmatiques de zinc étaient significativement plus
faibles chez les végétariens (0,81 mg/L chez les hommes et les femmes) que chez
les non-végétariens (0,95 mg/L chez les hommes et 0,87 mg/L chez les femmes)
[101]. La concentration de zinc dans le sang total est environ cing fois plus élevée.
Plusieurs études ont signalé une augmentation des taux de zinc dans le sérum
apres une exposition professionnelle au zinc. Les criblages de zinc sont largement
appliqués dans la pratique cliniqgue. Le prélévement le matin aprés un jedne
nocturne est obligatoire en raison de changements diurnes prononcés et d'une
baisse de la concentration plasmatique de zinc apres les repas. La concentration
de zinc dans les concentrés cellulaires est environ 10 fois supérieure a celle du

plasma et il est nécessaire d'éviter I'hémolyse [102].
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Le fer est un composant essentiel des enzymes présent dans prés de 200 enzymes.

Leur niveau de concentration dans les tissus est sensible. Le tableau 1.3 répertorie

les enzymes contenant du fer et résume les fonctions physiologiques des oligo-

éléments et les caractéristiques de leurs états de carence et d'exces.

Tableau 1.3: Fonctions du Zinc et symptdomes de leur insuffisance et états

excessifs. [62]

Stomatite, glossite,
alopécie,
modifications des
ongles, symptdmes
abdominaux
(diarrhée,
vomissements),
fievre

Cicatrisation
retardée des plaies,
nanisme

Retard de
croissance, bilan N

négatif,

Oligo- Enzymes contenant et | Fonctions Symptémes de | Symptébmes

élémen | les formes actives physiologiques | I'état de carence d'un état

t excessif

zZinc Anhydrase Métabolisme Principaux Aigu :
carbonique des protéines | symptomes : Carence
Peptidase Métabolisme Eruptions relative en Fe-
Alcool lipidique progressivement Cu, nauseées,
déshydrogénase Le exacerbées, vomissements,
Phosphatase alcaline | métabolisme affectant d'abord le | douleurs
Polymérase des glucides visage et le périnée | abdominales,
Doigt de zinc Métabolisme Symptémes méléna,
Ect. 0sseux associés : hyperamylasém

ie, somnolence,
hypotension,
ocedéme
pulmonaire,
diarrhée,
jaunisse,
oligurie
Chronique :
Fonction de
reproduction
réduite,
nanisme,

trouble du test,
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Immunosuppressio | hyposmie,
n, anémie
Symptémes
mentaux
(dépression),
Trouble du go(t,

anorexie

1.2.6.2. Principaux roles du zinc dans I'organisme

= Permet la synthése de nombreuses hormones, prostaglandines, insuline,
hormones de croissance, prolactine, testostérone, thymuline, gustine, etc.
[103].

= Participe aux métabolismes des lipides et des glucides, via une action sur la
synthése d’hormones (insuline) [104].

= Indirectement, favorise la croissance, via les hormones de croissance, la
croissance cellulaire, la multiplication et la mort cellulaire, incluant les
processus de cicatrisation [105].

= S’inclut au fonctionnement du systéme immunitaire, des réactions
inflammatoires et de la protection contre les radicaux libres [106].

= Dans le systéme nerveux central, le zinc est présent dans les veésicules
synaptiques. Il intervient notamment dans le métabolisme hypothalamique et
hypophysaire. Le zinc synaptigue modulerait les signaux inter-neuronaux. A
été constaté qu’une carence en Zn a pour conséquence cérébrale, une
diminution du nombre de neurones et du volume global cérébral. Un déficit
hippocampique en zinc augmenterait le seuil épileptique, induisant une
maladie épileptique [107].

» |Indirectement favorise la bonne vision. Le zinc est nécessaire au
métabolisme de la vitamine A, a la synthese de RBP (Rétinol Binding

Proteine) et comme catalyseur de la rétinol-déshydrogénase [108].
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1.3. Les oligo-éléments et cancer

De nos jours, les oligo-éléments (Co, Cu, Cr, F ; Fe, I, Mn, Mo, Se and Zn)
jouent un rble essentiel dans nombreux processus biochimiques dans les
organismes sont bien acceptée. L’insuffisance ou excés d’oligo-éléments de
concentration engendre des troubles et peut avoir certaines maladies y compris le
cancer [109, 110]. Certaines études ont prouvé qu’ils aient un grand potentiel
biomarqueur de cancer et possible d'aider a diagnostiquer et dans I'étiologie et le

développement du cancer. [111,112]

Parmi les roles essentiel des oligo-éléments (Fe, Cu, Zn) I'activité anti-oxydant et
a été prouvé depuis longtemps que le stress oxydant est capable d’induire des
modifications au niveau de fortune génétique d’'une cellule, qu’il peut participer ainsi
aux différents processus d'initiation de la cancérogenése. Ainsi, les mécanismes de
la pathogenése cancéreuse pourraient étre influencés par les effets directs de
certains oligo-éléments (comme le Fer, Cuivre et zinc) sur la formation de radicaux
libres hydroxyles a partir de peroxyde d'hydrogene et de superoxyde via les
réactions de Fenton et Haber-Weiss, a travers concentrations intracellulaire de Fe,

CuetZn. [113,114]

En ce qui concerne les cellules cancéreuses, le déséquilibre durable de la
balance redox est lié a la production permanente des especes réactives de
'oxygéne .La cellule tumorale essaie faire des mécanismes de compensation
néanmoins ne parviennent pas a rétablir un taux normal des especes réactives de

’'oxygéne mais évitent un déséquilibre Iétal pour la cellule (figure.l.10.).

Il est connu que les cellules cancéreuses ont une caractéristique commune de
voir I'activité de leur superoxyde dismutase (SOD) diminuer par rapport aux
cellules saines. [115, 116] Cette modification du potentiel redox favorise la

prolifération et la survie cellulaire. [117, 118]



36

Taux —»  pro-oxydants
d'ERO
—» antioxydants

Seuil | o e e
toxique A
Prolifération
Survie
Balance | _ _ _ _ _ _ ____  _ _ _ o _____ o | x_ _ .
rédox \
" /l
I 1
Cellule normale Cellule cancéreuse

1 production des ERO

Equilibre rédox
q Adaptation au stress oxydant

Figure 1.6 : Le déséquilibre de la balance rédox des cellules cancéreuses par

rapport a la cellule normale. [119]

1.3.1. Fer et cancer

La cancérogénicité du fer a été clairement démontrée dans des modéles
animaux [120], et des expériences humaines [121]. Le fer non lié aux protéines (fer
«libre» ou catalytique) est un peroxydant, car sa participation au cycle redox est
associée a la génération d'espéces réactives de l'oxygene (ROS) telles que les
radicaux hydroxyles. Les ROS sont des molécules hautement réactives capables
d'induire la peroxydation lipidique et les dommages oxydatifs de I'ADN [122]. De
plus, le fer héme peut étre impliqué dans la cancérogenése en agissant comme un
agent nitrosant (11), formant des composés N-nitroso qui sont des cancérogenes
connus [123]. Cela pourrait expliquer I'association entre la principale source de fer

héme et certains types de cancer [124].

Dans certaines conditions, comme dans I'hémochromatose héréditaire, des
mutations génétiques dans le géne HFE conduisent a une accumulation de ce
minéral dans les cellules parenchymateuses du foie et d'autres tissus, provoquant

une surcharge en fer [125]. Cette condition est associée a un risque accru de
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carcinome hépatocellulaire, principalement chez les patients atteints de cirrhose
[126]. De plus, chez les sujets porteurs d'une mutation HFE, il existe des
suggestions de risque accru pour d'autres types de cancer [127-129]. Toyokuni S.

est bien expliqué comment le fer est cancérigéne in vivo. [121]

1.3.2. Cuivre et cancer

Le cuivre est un métal redox actif qui peut améliorer la production de ROS et peut
catalyser la production de radicaux libres et cela peut endommager les lipides, les
protéines, I'ADN, d'autres biomolécules [130, 131]. Le stress oxydatif et
l'inflammation chronique sont intrinséquement liés a la transformation maligne des
cellules [132]. Par conséquent, il a été proposé qu'une élévation du cuivre dans les
tissus ou le sérum puis étre un facteur de risque de carcinogenése [133]. Margalith
et al. [134] ont suggéré que le role des ions cuivre dans les dommages biologiques
est causé par les radicaux super oxyde ou par d'autres agents réducteurs qui
réduisent le complexe de cuivre. Ou ils réagissent avec le peroxyde d'hydrogéne
pour former des radicaux hydroxyles. Ces derniers endommagent la protéine, I'ARN
et I'ADN qui ne sont pas réparables par les mécanismes cellulaires, déclenchant
ainsi le processus malin. Le cuivre est impliqué dans le développement et la
progression du cancer et peut faciliter la croissance du cancer, I'angiogenése et les

métastases.

1.3.3. Zinc et cancer

Le réle du zinc dans un large éventail de processus cellulaires, y compris la
prolifération cellulaire, la reproduction, la fonction immunitaire et la défense contre
les radicaux libres, a été bien établi [135, 136]. Dont un réle important dans la
protection de I'ADN contre les dommages en tant qu'antioxydant, anti-inflammatoire
[137], activité pré-apoptotique (Régulation de la mort cellulaire programmée) [138,
139] et composant de nombreuses protéines de réparation de 'ADN, méme joue un
réle important dans la fonction des facteurs de transcription. Il semble que les effets
d'une carence en zinc sur l'intégrité de I'ADN sont un effet multicouche impliquant a
la fois le stress oxydatif et les voies de signalisation. Une partie importante des
mutations génétiques qui augmentent le risque de cancer sont celles impliquées

dans le maintien de l'intégrité de I'ADN et la réparation de I'ADN.
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La supplémentation en zinc a le potentiel de cibler plusieurs points de la cascade
de la carcinogenése. Plusieurs études ont montré que des niveaux élevés de zinc

cellulaire inhibent la croissance des cellules cancéreuses de la prostate [140, 141].

Cependant, ce phénoméne peut rendre la prostate sensible aux
changements de I'apport en zinc. lls ont montré dans d'autres types de cellules que
les modifications du zinc intracellulaire ont un effet dramatique sur les dommages
et la réparation de I'ADN et donc sur le risque de cancer [142]. Il est possible qu'une
carence alimentaire en zinc augmente le risque d'un individu de dommages

oxydatifs a I'ADN dans la prostate et cancer de la prostate.

1.4. Superoxyde dismutase (SOD)

La premiére fois de décrite le SOD est extrait des corpuscules rouge de bovins
par Mann et Keilin en 1939. Puis McCord et Fridovich, en 1969, ont établir son
activité enzymatique qui catalyse I'obtention de peroxyde d’hydrogéne a partir de la
dismutation du radical superoxyde, c. a. d. catalyse la dismutation du superoxyde
en oxygene et peroxyde d'hydrogéne (1.2). C'est pour ¢a, cette enzyme représente
une partie importante du systeme de défense contre les radicaux libres. Leur nature
varie en fonction de leur lieu d’'activité : La mitochondrie abrite la forme a
manganése Mn SOD, tandis que le cytosol et le milieu extracellulaire voient évoluer
la forme cuivre-zinc CuzZn SOD. Ce sont des enzymes indispensables a la survie

de tout organisme aérobie. [143, 144]
La Réaction de dismutation du radical superoxyde catalysée par la SOD :

2 02 + 2H+ d 02 + Hzoz (12)

1.4.1. CuZn SOD et cancer

La CuzZn SOD posséde un role important dans les phénoménes d’invasion
cellulaire et métastatiques. La surexpression de la CuzZn SOD entraine une
inhibition de la croissance tumorale et peut annihiler une partie des phénotypes
malins parmi les cellules cancéreuses. Ou une trop faible teneur en SOD dans les
cellules par rapport a d’autres systémes antioxydants enzymatiques (AEs) entraine
une accumulation de radical superoxyde. Méme le taux trop élevé de SOD par

rapport a ces AEs donne lieu a une surproduction de peroxyde d’hydrogéne qui, ne
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pouvant étre transformé en eau, est converti en radical hydroxyle via la réaction de
Fenton. Les propriétés anti-tumorales d’une surexpression en CuZn SOD sont donc
intimement liées a I'accumulation d’espéces réactives de I'oxygéne au sein de la
cellule. [145]

De nombreuses études anciennes [146, 147] ont révélé que I'enzyme principale
du systeme de défense anti-oxydant intracellulaire cuivre-zinc superoxyde
dismutase (CuZnSOD) est présente dans les mitochondries et le radical superoxyde
provient de sa membrane dans les cellules normales et malignes pour fabriquer de
I'nydrogéne peroxyde. Mais les mitochondries malignes contiennent peu d'activité
SOD, elles ne peuvent donc pas produire de peroxyde d'hydrogene, contrairement

aux cellules normales.
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Chapitre Il :

Bases théoriques des techniques spectroscopiques

La spectroscopie est [I'étude de linteraction du rayonnement
électromagnétique avec la matiére. Il y a trois aspects a une mesure
spectroscopique : lirradiation d'un échantillon avec un rayonnement
électromagnétique ; mesure de I'absorption, de I'émission spontanée (fluorescence,
phosphorescence) de I'échantillon ; et I'analyse et l'interprétation de ces mesures.
La spectrométrie d’émission des rayons X est devenue une importante méthode
d’analyse élémentaire non destructive. Pour pouvoir utiliser a fond les aspects
qualitatifs et surtout quantitatifs de cette méthode, il est nécessaire d’en connaitre

les bases physiques. Le but est de faire un rappel court et élémentaire.

2.1. Nature des rayons X

Les rayons X font partie du spectre de rayonnements électromagnétique. Les
rayons X se situent entre les rayons ultra-violets et les rayons y avec une longueur
d’'onde comprise couramment entre environ 1nm (rayons X mous) et 102 nm
(rayons X durs), soit avec une énergie des photons située en gros en 1keV et 1MeV
(Figure 2.1).

Longueur d'onde 1018 102 109 108 103 1 103 106
(nanometers} L1 3 & 1 3 1 ¢ 1 3 1 31 43 5 3 1 1 1 1
L] L] L] L] L] L] L]
Fréquence 60 106 1012 1019 10%
(hertz) .
Radio Ultraviolet
Television y-rays
Radar
MRI Infrared X-rays
Radiant heat Diagnostic ~ Therapeutic
Visible ——= -
Cosmic rays
Energie ) T L] T L) L} ) T LJ T L] LJ T L] ) T T L] L) L] T L) L]
(electron volts) 10-12 109 106 102 1 10° 109 108
I I T T T 1
Rouge Orange Jaune Vert Bleu Violet

Figure 2.1 : Le spectre électromagnétique, présenté en fonction de la longueur

d'onde, de la fréquence et de I'énergie. [148].
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Les rayons X proviennent d’interaction en dehors du noyau atomique. Les
rayons X sont créés a la suite de la conversation et la conversion de I'énergie. [148].
Il existe des sources naturelles des rayons X dans l'univers et sur la terre. [149].
Les sources artificielles créées par 'homme sont basées principalement sur

I'interaction des électrons avec la matiére (tube a rayon X).

2.2. La production des rayons X

Les rayons X sont générés lorsque des électrons accélérés interagissent avec
la matiere. Dans un tube radiographique a rayons X, les électrons énergétiques
interagissent avec un matériau cible et une partie de I'énergie cinétique des
électrons est convertie en rayonnement électromagnétique, ou rayons X (la majeure
partie de I'énergie cinétique des électrons est dissipée sous forme de chaleur). [148,
150]

Un tube a rayons X est le composant nécessaire pour la production et le
contrdle des rayons X. En 1895, Wilhelm Conrad Roentgen a découvert les rayons
X en utilisant un appareil similaire a celui illustré a la figure 2.2. Le tube a rayons X
fournit I'environnement et les composants appropriés pour produire des rayons X,
tandis que la source haute tension fournit une tension électrique et des commandes
utilisateur pour alimenter le tube a rayons X. Le tube a rayons X ont 2 électrodes, la
cathode et I'anode, sont situées a une petite distance I'une de l'autre (environ 1 a 2
cm) dans une enceinte a vide appelée insert, en verre ou en métal. Connectés a la
cathode et a l'anode sont des cables haute tension négatifs et positifs,
respectivement, provenant de la source haute tension. L’application d'une haute
tension, généralement comprise entre 50 000 et 150 000 V (50-150 kV), a la cathode
et a I'anode. L'émission continue d’électrons continus a partir de la surface du
filament a une vitesse dépendant de la température du filament (c'est-a-dire le
courant du filament) pendant I'exposition. Le courant du tube, défini comme le
nombre d'électrons circulant entre les électrodes, est exprimé en unités
milliampeéres (mA), ou 1A est égal a 6,24 10*® électrons/s. Ainsi, la tension du tube
(kV), le courant du tube (mA) et la ou les durée (s) d'exposition sont des parametres

sélectionnables par I'utilisateur pour la production de rayons X. [148, 151]
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Cible tungsténe Electrons
Enveloppe sous vide

Anode cuivre
Cathode a filament de

tungsténe chauffée

—¢-+]

Source haute
tension

Rayons-X

Figure 2.2 : Schéma de base d'un tube a rayons X. [152].

2.2.1. Notion spectroscopies

L'émission des rayons X résulte de linteraction de rayonnements, ondes et
particules, d'énergie suffisante, avec la matiere. Ces rayonnements incidents
peuvent étre les électrons, les rayons X, les ions, les rayonnements, a, B, y etc.

Le spectre de rayons X émis consiste en la superposition de fond continu et des
raies caracteristiques.

2.2.1.1. Le fond continu

Le rayonnement de freinage «bremsstrahlung », qui décrit le processus de

production de rayons X résultant de la décélération d'électrons hautement
énergétiques au voisinage d'un noyau atomique de la cible (anode) du tube a rayons
X. Un enregistrement des énergies continues des rayons X produites a la suite de
I'interaction bremsstrahlung. Ceci est également connu sous le nom de spectre de
rayons X polychromatique, "spectre de bremsstrahlung continu”. [151]

2.2.1.2. Les raies caractéristigues

Si I'énergie des électrons accélérés vers la cible est suffisamment élevée, un
rayon X caractéristigue peut étre produit a la suite de l'interaction de I'électron
accéléré avec un électron orbital de couche interne dans le matériau cible. Les
électrons orbitaux du matériau cible sont liés au noyau a des énergies de liaison
discretes, énergie caractéristique.

La figure 2.3 présente un Spectre radiographique général produit avec un tube a

rayon X.
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Lignes de rayonnement

/ caractéristiques

Spectre de
bremsstrahlung continu

output relative

O 1 20 3 40 5 6 70 8 9 100

Energie (keV)
Figure 2.3 : Spectre radiographique général produit avec un tube de potentiel de 90
keV. Le spectre continu-bremsstrahlung englobe une large gamme d'énergies, et
les rayons X caractéristiques se retrouvent dans des bandes d'énergie étroites.
[152]
2.2.1.3. Energie des raies

Lors de l'ionisation de I'atome cible, une lacune électronique est créée, et se
trouve en un temps trés court (de I'ordre de 10-*® s) comblée par un électron d’une
couche plus externe, La transition de I'électron de sa couche initiale (L) vers une
couche plus profonde (K) implique un changement de son énergie de liaison qui se
traduit par une émission d’'un rayonnement X, L’énergie E de I'’émission X varie,

d’aprés la loi de Moseley, en fonction du numéro atomique Z de I'atome. [153].

E=R(5——=)(Z - 0)? (2.1)

njzr n?
Ou R est la constante de Rydberg en eV, ns et n; sont respectivement les niveaux
d'énergie final et initial, Z est le numéro atomique et o est constante d’écran.
Les transitions entre niveaux atomiques correspondent a des énergies discretes se
traduit par un spectre caractéristique en énergie des photons émis constitué par

une série de raies discontinue.

2.2.1.4. Intensité des raies

L'intensité du rayonnement mesuré dépend de plusieurs facteurs, certains
fondamentaux (Section efficace d’ionisation, rendement de fluorescence,
atténuation des rayonnements, d'autres instrumentaux (puissance de la source de
rayonnement incident, ouverture du faisceau, angle d'incidence du faisceau
primaire sur I'échantillon et angle d'émergence du rayonnement X vers le

hY

spectromeétre). Dans toute méthode de spectrométrie quantitative, on cherche a

bY

relier la concentration massique C;, d'un élément j du matériau a analyser a
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l'intensité mesurée | d'une raie X caractéristique de cet élément. Les interactions
du faisceau incident et des rayonnements engendrés avec tous les éléments du
matériau rendent la relation complexe. Différents modeles ont été développés et

sont constamment perfectionnés.

2.3. Interaction des rayons X avec la matiere

Pour analyser les matériaux en général, nous utilisons le rayonnement dans
les méthodes de diffractions et spectrométriques (XDR, XRF, EDX...). Ces
méthodes sont basées sur l'interaction du rayonnement avec la matiére. En réalité,
cette interaction est plus complexe que le simple «passage». Lorsque le photon a
rayons X pénétre dans une couche de matiére, il peut pénétrer a travers sans
aucune interaction (figure 2.3A), ou il peut interagir et transférer de I'énergie a la
matiere (figure 2.4 B, C, D). |l existe quatre principaux types d’interactions : |'effet
photoélectrique, la diffusion incohérente ou Compton, la diffusion cohérente ou
«photon de Rayleigh» et la création de pair. Les trois premiéres interactions jouent
un réle important en radiologie diagnostique. L'explication de chaque interaction est

présentée dans les paragraphes suivants.

A

e e e e N S S+ Aucune interaction
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e
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Figure 2.4 : Les principales interactions des rayons X avec la matiere. [148]

2.3.1. L'effet photoélectrique

Comme les photons incidents sont completement absorbés, [I'effet
photoélectrique est appelé «vraie absorption». C'est le processus dominant pour
I'absorption des rayons X jusqu'a des énergies d'environ 500 keV (figure 2.5 A).

Lorsque I'énergie incidente est égale ou supérieure a I'énergie de liaison de I'atome
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alors le photon sera « arrache» I'un des électrons de la couche. En conséquence,
I'atome ionisé doit retourner dans I'espace neutre. Un électron d'un niveau d'énergie
supérieur passera au niveau d'énergie non rempli. Cela peut se produire comme
une cascade de la couche L a la couche K et de la couche M a la couche L. Cet
électron en mouvement a un exces d'énergie pour s'en débarrasser. Par
conséquent, pendant la transition, un photon est produit. L'émission de ce photon
s'appelle la fluorescence ou le rayonnement caractéristique. Ce processus est

fréquent pour les atomes a numéro atomique élevé [154].

Rayonnement incident

Figure 2.5.A : L’effet photoélectrique ; La fluorescence. [155].
Parfois, pendant la transition, le photon produit est transférée a un électron
externe, est éjectant de I'atome (la figure 2.5.B), c'est qu'on appelle I'électron Auger
[156].

Figure 2.5.B : Processus d’émission d’électron Auger. [155]

La probabilité d'absorption photoélectriqgue dépend de I'énergie des rayons X, de

I'énergie de liaison des électrons et du numéro atomique de I'atome. La probabilité
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est donnée approximativement par I'équation (2.1), qui montre que l'interaction est
plus importante pour les atomes lourds et les rayons gamma de faible énergie [157]:

T x Z*/E3 (2.2)

Ou 1 coefficient d'atténuation massique photoélectrique. Lorsque I'énergie des
rayonnements diminue, la probabilité d'absorption photoélectrique augmente

rapidement.

2.3.2. Diffusion Compton « incohérente »

Le photon incident entre en collision avec un électron atomique, Figure 2.6, Le
photon est diffusé avec une énergie réduite. L'électron recoit I'énergie cinétique
[156] :

E.=hv— hv' (2.3)

Ou hv est I'énergie du photon incident et hv’ est celle du photon diffusé.

Figure 2.6 : Diffusion Compton ou incohérent. [155]

2.3.3. Diffusion Rayleigh

Aussi appelée diffusion Thomson, elle se produit lorsqu'un photon s'approche de
I'échantillon avec une énergie insuffisante pour ioniser I'atome. Son énergie est
généralement d'environ 10 a 70 keV. Le photon incident est dévié dans une nouvelle
direction sans aucune perte d'énergie. Il garde sa méme longueur d'onde et son
pouvoir pénétrant. La diffusion cohérente (figure 2.7) est de peu d'importance en

imagerie médicale et a une contribution mineure au coefficient d'absorption. [158]
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dipole

Figure 2.7 : Diffusion Rayleigh cohérente [155]

La possibilité de diffusion de Rayleigh augmente avec l'augmentation de Z de

I'absorbé et la diminution de I'énergie des rayons X.

2.3.4. Creation de pair
(1,022 MeV) rencontre la matiére, il peut y avoir le processus de matérialisation

(Figure 2.8), c’est-a-dire la transformation de ce photon en deux particules qui sont

Lorsqu’'un photon d’énergie hv supérieure a deux fois la masse de I'électron

un électron (e°) et un positron (et).

production de paires

Figure 2.8 : Le processus de production de paires électron-positon. [155]

3.4. Loi d'atténuation
diminution de l'intensité du rayonnement (donc du nombre de photons par seconde)

dans la direction incidente apres traversée de ce matériau. L'absorption est due
essentiellement (95% env.) a l'effet d'ionisation ou photoélectrique ; la diffusion

L'atténuation ou l'absorption des rayons X par un matériau se traduit par une
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n'intervient que pour une tres faible part (5% env.) et peut étre négligée. Lorsqu'un
rayonnement incident d'intensité lo, un absorbeur d'épaisseur x et de coefficient
d'atténuation p. L’intensité émergente (l) transmise par I'absorbeur est donnée par

I'expression exponentielle [157] :
[ =Ie"™™ (2.4)

2.5. La fluorescence

La fluorescence est le phénoméne physique obtenu a la suite de l'effet
photoélectrique, en concurrence avec I'émission d'électrons Auger comme
processus de désexcitation, lorsqu'on irradie une substance avec un faisceau de
rayons X de fréquence déterminée, elle atténue le faisceau (par différentes
interactions) et se comporte a son tour comme source de rayons X. L'analyse
spectrale de cette nouvelle source de rayonnement permet d'y distinguer des

rayonnements diffusés et rayonnements de fluorescences (figure 2.9).

Rayonnement diffusé e
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Rayonnement de fluorescence
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Figure 2.9 : Obtention du spectre d’émission des rayons X, rayonnements

diffusé et les rayonnements fluorescence. [159]

Le rayonnement fluorescent est dans la région des rayons X et se compose

uniguement des spectres de raies caractéristiques [160].

2.5.1. Durées de vie et rendements de fluorescence

La durée de vie de fluorescence et le rendement sont peut-étre les
caractéristiques les plus importantes. Le rendement de fluorescence est le nombre

de photons émis par rapport au nombre de photons absorbés. La durée de vie est
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également importante, car elle détermine le temps disponible pour que la
fluorescence interagisse ou se diffuse dans son environnement, et donc les
informations disponibles a partir de son émission [161].
Les significations du rendement de fluorescence et de la durée de vie sont mieux
représentées par un diagramme de Jablonski simplifié, illustré dans la figure 2.10 :
Ss

Relaxation (10™s)

S

hva | nve 4)
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Figure 2.10 : Un diagramme de Jablonski simplifié pour illustrer la signification des

rendements quantiques et des durées de vie. [162]

Le rendement quantique de fluorescence est le rapport du nombre de photons
eémis au nombre absorbé. La durée de vie de I'état excité est définie par le temps
moyen que la molécule passe dans I'état excité avant de revenir a I'état
fondamental. En général, les durées de vie de fluorescence sont proches de 10 ns.
[162]

2.6. La spectroscopie XRF

Dans cette technique, d’aprés le spectre des rayons X émis par la matiere
analysé on peut déduire la composition élémentaire, c'est-a-dire analyse qualitative.
Méme ces photons (rayons X) recueille comme comptes sous forme de pics, qui
sont directement proportionnels a la concentration de I'élément d'intérét c'est a dire
I'analyse quantitative. Généralement, dans la spectroscopie par fluorescence de
rayons X on distingue des méthodologies différentes selon les angles d'incidence,

de réflexion et selon le mode de détection entre autres.

2.6.1. Spectrométre XRF a dispersion d'énergie (EDXRF)

Dans un spectrométre EDXRF, l'optique est plus simple que pour d’autres
spectrometres tell que WDXRF, puisqu'il n'utilise pas de cristaux, le photon de
fluorescence de I'échantillon frappe le détecteur directement, le signal détecté est
proportionnel a I'énergie du photon. Les éléments et leurs concentrations sont

identifiés en comptant les si-gnaux a différents intervalles d'énergie. Généralement
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un analyseur multicanal est utili-sé pour visualiser et fournir les données ; chaque
canal prend en compte simultanément le nombre de photons avec une certaine
énergie [163]. Les limites de détection des spectrométres ED-XRF se situent
généralement au niveau des parties par million (ppm) [164,165].

2.6.1.1. Détecteur

Sa fonction est de transformer les photons en charges électriques
proportionnelles a I'énergie des photons incidents [166]. Le choix d'un type
spécifique de détecteur dépend de la gamme d'énergie des photons, de I'efficacité
de la résolution et du temps de réponse court.

a). La résolution

La résolution du détecteur est la capacité de différencier les photons d'énergies
différentes et les énergies proches ; est mesurée par la largeur a mi-hauteur de la

raie Kq du manganese. Elle est donnée par [167] :

FWHM
hauteur drimpulsion au centre du pic

Résolution en energie = 100% (2.5)

b). Le temps de réponse

Est le temps mis par le détecteur pour produire un signal aprés avoir recu le
rayonnement. Plus précisément, lorsqu'un événement est enregistré, le temps mort
est le temps pendant lequel le signal est incapable d'enregistrer un autre
événement. Les principales causes de temps mort sont soit un chevauchement des
impulsions, soit le comptage des pertes. [167]

2.6.1.2. La source des rayons X

Les tubes a rayons X a l'analyse EDXRF doivent étre caractérisés par [168] :
Anode en diffusion avec matériau approprié ; haute tension, Henrich et al. [169]
reportent des conditions de fonctionnement de 60 kV et 60 mA pour un tube a
rayons X avec anode de Ag. Des courants compris entre 10 YJA et 10 mA, qui
donnent lieu a une intensité photonique de plusieurs ordres de grandeur supérieure
a celle des radio-isotopes, et bonne stabilité dans le temps.

a). Choix de la tension d’accélération

La tension entre la cathode et I'anode est le parametre qui intervient le plus sur
l'allure du spectre, dépendent également l'intensité du fond continu, le volume

excité, en particulier la pénétration des électrons et donc la profondeur de la zone
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d'émission. La tension d'accélération intervient sur le rapport pic sur bruit de fond ;
I'augmentation de la tension d'accélération permet de détecter les éléments les plus

lourds sans sacrifier la limite de détection des éléments légers.

e Limite de détection : est le niveau de concentration le plus bas, elle est
exprimée en concentration ou en quantité dérivee de la plus petite valeur

mesurée x. Donne selon I'équation [166] :

LLD = 2nCii i c (26)

| : I'intensité du pic, C : la concentration de I'élément

b). choix de courant d’excitation

Le choix du courant du tube n'est pas critique car les taux de comptage de pic et de
fond continu augmentent plus ou moins linéairement avec l'augmentation du
courant. [170]

c). Bruit de fond et effet de matrice

Le fond provient essentiellement de deux sources : la diffusion du rayonnement
primaire par I'échantillon et le bruit général de l'instrument. La diffusion se présente
sous deux formes : la diffusion cohérente ou Rayleigh et la diffusion incohérente ou
Compton [171]. La diffusion cohérente et incohérente dépend de la matrice,
I'intensité du pic de Compton et le coefficient d'absorption de masse sont

inversement liés [172].

2.6.2. Analyse en spectrométrie de fluorescence X

2.6.2.1. Analyse gualitative

Lors d'une analyse qualitative, le spectre est enregistré ; les lignes et les
éléments sont identifiés et parfois qualifiés de majeurs, mineurs ou traces, Cela ne
peut étre fait qu'avec des systémes séquentiels. Pendant de nombreuses années,
cela a di étre fait manuellement, des logiciels d'évaluation automatique ou
interactive des spectres ont été proposeés trés tardivement par les fabricants de
spectromeétres a dispersion de longueur d'onde [173]. Par conséquent, la XRF a
dispersion d'énergie (EDX) a été considérée comme la technique préférée pour

obtenir une vue d'ensemble qualitative.
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2.6.2.2. Analyse guantitative

Lorsqu'un faisceau de rayons X se propage a travers un échantillon, son intensité
est modifiée par les effets des éléments de matrice, concordant avec la génération
de rayons X caractéristiques, I'absorption des rayons X émis le long de leurs trajets
et I'effet d’'enhancement di a I'excitation secondaire. Les études de ces processus
de modification et des phénoménes physiques liés aux rayons X conduisent a la
dérivation de formules mathématiques de correction. De nombreuses méthodes, a
la fois empiriques et théoriques, ont été proposées pour la correction. lls sont divisés
en deux grands groupes : les méthodes de compensation et de correction matricielle
(Figure 2.11). De plus, une seule méthode permet de minimiser les effets de
matrice. Cette méthode est basée sur la préparation d'échantillons minces. Pour
ces echantillons, les effets de matrice ne sont pas observés dans les conditions de
mesure et une relation linéaire entre l'intensité du rayonnement et la concentration
d'analyte est observée. Dans d'autres méthodes quantitatives, les effets de matrice

sont toujours présents mais ils sont corrigés ou compenses.

La quantification en spectroscopie de
fluorescence X

[ |
Méthode de ‘ Méthode de ‘ Minimisation de I'effet
compensation correction de matrice de matrice
|
(" Méthodes d th lj d f
Ml hemeeds | Aoritmesde Ecianiony
PElEIErEs coefﬂmentdmﬂuence mince
fondamentaux
[ Méthodes ‘ —
standards internes Coefficients ‘
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diffusion Compton

Figure 2.11 : Division générale des méthodes appliquées a I'analyse
guantitative XRF. [174]

Les méthodes de compensation (les variations des effets de matrice résultant de
diverses compositions d'échantillons sont minimisées), a I'exception de la diffusion

Compton, sont toutes bien connues dans d'autres techniques analytiques, par ex.
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spectrométrie d'absorption ou d'émission atomique. Dans ces méthodes, une
préparation spéciale des échantillons est requise et un seul ou quelques éléments
peuvent étre déterminés quantitativement. Par conséquent, les méthodes de
compensation sont moins populaires que les méthodes de correction de matrice. Il
convient de souligner que l'intensité de rayonnement de I'analyte peut étre calculée
a partir de la théorie. Cette fonction est propre aux techniques de spectrométrie X.
Aucune autre technique analytique ne permet une telle combinaison de calculs
théoriques et de résultats expérimentaux. [174]. Plusieurs logiciels de la
spectroscopie de fluorescence utilisant la méthode des paramétres fondamentaux

ont été décrits. Six paquets sont comparés dans [175].

Méthode des standards : La XRF est une méthode analytique relative et nécessitera

toujours une fonction analytique, qui relie les intensités mesurées aux
concentrations d'éléments ou de composés. Le but de l'utilisation des standards
est double : en établissant des rapports de taux de comptage, les facteurs inconnus
dans les équations des Parametres Fondamentales s'annulent. En négligeant la
géomeétrie réelle (par exemple, les divergences de faisceau), plusieurs types
d'interactions (comme la diffusion) et d'autres facteurs d'influence (microstructure,
état chimique, variation spectrale distribution du faisceau primaire a travers
I'échantillon, etc.). On suppose que les intensités de ligne mesurées a partir
d'échantillons inconnus et de standard soient affectées de la méme maniére et du
méme facteur par ces erreurs, ce facteur peut s'annuler en établissant des ratios

appropriés. [176]

2.7. Echantillon biologique

L'intérét pour les applications cliniques augmente d'année en année. D'autres
applications de l'analyse XRF comprennent les échantillons biologiques, les
matériaux biologiques étant hétérogenes. Par conséquent, des tests de séchage,
de poudrage, d'homogénéisation et d'homogénéité peuvent étre nécessaires avant
de préparer les échantillons pour la mesure. Divers traitements de matériaux
biologiques comprennent en outre la lyophilisation, l'incinération et la digestion
humide. La méthode de digestion doit étre optimisée et la récupération des

éléments et la précision de la procédure doivent étre testées.
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2.7.1. La digestion par voie humide

La complexité des matériaux biologique oblige & choisi une des technique de

décomposition des échantillons compatible avec I'objectif spécifique de I'analyse.

LA technique de digestion avec un systéme ouvert et un chauffage conventionnel,
par réactifs nécessaires ; cette technique trés peu couteuse pour I'analyse de
routine car elle peut étre facilement automatisée ; tous les paramétres pertinents
(temps, température, introduction des réactifs digestive) se dirigent vers un contréle
simple. La majorité des méthodes de digestion humide (décomposition totale et forte
attaque) impliquent I'utilisation d’'une combinaison d’acides oxydants (HNO3z, HCIO4
const. chaud, H>SO.) et d’acides non oxydants (HCI, HF, HsPO4, HCIO4 dilué) et le
peroxyde d’hydrogéne [177,178]. La digestion humide détruit ou supprimé souvent
la matrice de I'échantillon, contribuant aussi a réduire ou éliminer certains types

d’interférences.

Les avantages et les inconvénients de la technique de digestion par voie humide
dans le systeme ouvert par chauffage conventionnel [179], en ce qui concerne le
perte d’analyte, source des risque, la taille de I'’échantillon, le temps et le degré de

digestion et les aspects économiques sont résumeé dans le tableaux 2.1.

Tableau 2.1 : Les avantages et les inconvénients de la technique de digestion par

voie humide dans le systéme ouvert par chauffage conventionnel.

Voie Source | Taille d’éch. T max | Temps degré Aspects

possible des | de Organique | Inorganique (°C) économiques

pertes risque

Volatilisation | Acides, <5(g) <10(g) <400 Plusieurs | Incomplete | Peu couteux
air, heurs A besoin de
contene surveillance
ur

La nature d’échantillon biologique, I'analyte, la disponibilité des réactifs et
I’équipement jouent généralement un rdle décisif dans le choix de la procédure de
digestion car ils aident a sélectionner les meilleures conditions appropriées pour
donner le rendement le plus élevé de matériaux extractibles. Les variables a
optimiser comprend : 1. Réactifs de digestion, 2. Température de digestion 3.

Temps de digestion.
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2.7.1.1. Réactifs de digestion

Les acides les plus efficaces utilisées dans la digestion d’échantillon inorganique
et organique sont HCI, H2SO4, HF et HNO3 en raison de leur fort pouvoir oxydant,
leur force oxydante peut étre augmentée par I'addition de chlorate, de

permanganate et de peroxyde d’hydrogene

e L’acide nitrique HNO3: Est I'acide le plus couramment utilisée pour I'oxydation
des matrices organiques cette derniere déroule lentement et est généralement
réalisée en chauffant a plusieurs reprises la solution aux fumées, mais HNO3 est
rarement utilisé seul pour décomposer les matiéres organiques [180]. Son
pouvoir oxydant peut étre augmenté. Lorsqu’il est utilisé en conjonction avec
d’autre acide [181].

e L’acide perchlorique HCIO4 : est 'un des acides minéraux forts et posséde de
puissantes propriétés et déshydratantes lorsqu’il est concentré et chaud. Tous
les perchlorates, a I'exception de ceux de K, RB et Cs, sont facilement solubles
dans l'eau. [178]. Le HCIO4 a des propriétés oxydantes uniqguement dans les
solutions concentrées chaudes ; une fois dilué, ses propriétés oxydantes sont
perdue [182]. L’évaporation de HCIO4 doit étre effectuée dans une hotte
spécialement concue a cet effet [178]. Méme il réagit de maniere explosive avec
les substances organiques.

e La mixture des acides HNO3 HCIO4: Un mélange de HNO3 HCIO4 est utilisé pour
'oxydation des composants organiques. L’acide perchlorique assuré une
oxydation rapide et compléete, et la présence de HNO3 lors d’oxydation par HCIO4
a éliminé tout risque d’explosion [183]. Le HNOs est partiellement déshydraté par
HCIO4. En augmentant la température lors de I'évaporation du HCIO4, le HNO3

est facilement éliminé [182].

2.7.1.2. La température de digestion

La température est un facteur important qui affecte sur I'efficacité de la digestion
acide. Le maximum de température limité par le point d’ébullition de solution. Pour
le HNOs3, le point d’ébullition est 122°C pour 68% d’acide, et son effet oxydant
augmente fortement a des températures proches de 120°C. Pour le HCIOg4, le point
d’ébullition est 203 °C pour 70% d’acide, I'oxydation est trés rapide a 150°C. [182]
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Dans le systéme ouvert, en augmentant la température au cours du temps pour

éviter les réactions spontanée au démarrage.

2.7.1.3. Le temps de digestion

La durée de la digestion acide dans un systeme ouvert est de 2h a 15 heures,
On besoin de réduire le temps de la digestion pour éviter l'usure inutile de
I’équipement en raison de la vaporisation des acides la haute température diminue

le temps d’oxydations.

2.7.2. L’erreur systématiqgue dans la digestion

Lors de la digestion, il existe des difficultés associées a la manipulation
quantitative et a la récupération de quantités sous microgrammes d’oligo-élément.
Les erreurs systématiques dépendent fortement de I'élément a déterminer, de la
matrice, de la méthode et du mode opératoire utilisés, des conditions du laboratoire
et de certains autres parameétres. Les sources les plus importantes d’erreurs

systématique [184] sont :

1) Echantillonnage, manipulations et stockage des échantillons inadéquats,
inhomogénéité de I'échantillon.

2) Contamination de I'échantillon et/ou de la solution d’échantillon par des
outils, appareils, conteneurs, réactifs et poussiéres en suspension dans
I’air pendant la procédure d’analyse.

3) Effets d’adsorption et de désorption a la surface des conteneurs et aux
limites de phase (par exemple Hg, As, Se, Cd, Zn) et de composant (par
exemple oxydes, halogénures, hydrures des éléments) dues a la
volatilisation.

4) Réactions chimiques non désirées ou incompletes (par exemple
changement de la valence des ions, précipitation, échange d’ions,

formation des composés et des complexes).
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Chapitre Il :

Matériel et méthodes

Dans la section précédente, nous avons présenté le contexte théorique des
méthodes utilisées dans cette étude (XRF, digestion humide ...). Dans ce chapitre,
nous introduisons la méthodologie, les conditions expérimentales et les
caractéristiques instrumentales utilisées dans cette étude. Comme notre travail vise
a évaluer la concentration des oligo-éléments dans la population cancéreuse

algérienne adulte.

3.1. Population cible

La population étudiée constituée des adultes algériens des deux genres, de
différente régions et qui ont participé suite a un consentement écrit ; la population

comporte deux groupes.

3.1.1. Témoins contrble « groupe sains »

Les participants ont été évalués par analyse clinique (examen médical, tension
artérielle....) et les criteres d'exclusion des contrbles sains adultes étaient les
maladies chroniques, la prise de médicaments au cours des 15 derniers jours, les

toxicomanes c'est a dire :

-pas d'hypertension, d'anémie, de maladie cardiovasculaire, de diabéte, de

pathologie inflammatoire, ...).

-Aucune opération chirurgicale ou accouchement majeur au cours des 12

derniers mois.
-Pas de situation a risques (drogues, maladie sexuelle ...).

-Pas de prise de certains médicaments (antibiotique, suppléments : minéraux ou

vitamines ...).

Les témoins présents dans les services d’intérét de santé public (hdpital,

polyclinique).
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3.1.2. Patients cancéreux « CD »

Patients diagnostiqués d’'un cancer (sein, prostate, vessie et gastro-intestinal),
sous traitement de chimiothérapie. Les patients cancéreux représentant au niveau

de I’hépital universitaire de la Willaya de Blida.

3.2. Questionnaire général

Le questionnaire est inspiré de I'enquéte sur la santé des participant de Mansouri

2013, il comporte deux partis (figure 3.1) :

a).La partie 1: Caractérisation des participants, comporte quatre volets :

identification, localisation géographique, régime alimentaire, fumeur ou non et

teinture des cheveux.

b). La partie 2 : Etat sanitaire des participants, sain avec les critéres d’inclusion ou

malade : traitement, type de maladie, stade, I'évolution et traitement suivi.

QUESTIONNAIRE
1 da quastionnairs (T date de questionnaire : ...J.../2015

Identification
Nomi:...ooooeieae Pré: B
Date Licu de N SRS
Cenre Feminin : (7 Masculin: (3
Adresse
Commune:. Dafra: ... Wilaya:
Localisation géographique : Urbaine : (] Rurale : (]
Régime alimentaire Richeengras [

Richeensuers [

Rigime spéeial [
Fumenr:  Ou:[] Nem:(J Quantité:
Teinture des cheveus: Oui:(—J Non:() Combien da fois tooooooocowoo s
Edat de s
Sain: [

*Doit se sentir en bonme santé (pas de : hypertension, anémie, maladie cardio-vasculaire
dizbéte, pathologie inflammatoire, .}

B d hirargical

auem & cours des 12 derniers

* Pas de situation 3 risque (drog ltiples...).
*Pas de prise de certai i ntibiotiqu 2 minéral ou

Figure 3.1 : Le questionnaire distribué aux participants.

3.3. Description de I'’échantillon

Les 80 patients cancéreux adultes, avant et sous traitement chimiothérapie. I
s'agissait de 45 (56%) femmes et 35 (44%) hommes agés de 21 a 79 ans, tous
ayant recu un diagnostic de cancer du poumon, du sein, de la vessie, de la prostate,
gastro-intestinal (vésicule biliaire, gastrique, colorectal), a différents stades de la
maladie. Les 98 témoins sains adultes étaient 44 (45%) femmes et 54 (55%)

hommes dans la tranche d'age de 18 a 64 ans. lIs étaient étudiants et se portaient
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volontaires dans les centres hopitaux publics. (Figure 111.2) Par une étude

multicentrique (différent centre de différent Willaya)

Femme Homme

36.68 ans 31.13 ans
Control 44 54
54.46 ans 56.46 ans
Patient 45 35
0% 20% 40% 60% 80% 100%

Figure 3.2 : Description de population.

3.4. Prélévement et préparation de plasma

Pour des raisons évidentes de praticabilité, d'intégrité et de standardisation, nous
avons choisi un seul milieu biologique pour voir le sang total des individus témoins
et malades. Pour garantir la qualité des échantillons de sang, différentes regles
doivent étre respectées [185]. Les échantillons de sang ont été prélevés par
ponction veineuse standard, aprés une nuit de jeline avec des seringues stérilisées,
ont été transférés dans des tubes en polyéthylene héparine {héparinate de sodium}
puis centrifugés a 2400 trs / min. Le plasma obtenu, de cing ml a été pipeté dans
des tubes en polyéthylene sec, il a été immédiatement placé dans une glaciere et

transporté vers le lieu de conservation ou il a été conservé a ~ -20°C.

3.5. Elimination des contaminants

L’appareil et les flacons (tube a essai) utilisés pour les procédures de digestion
humide doivent étre strictement nettoyés et testés pour toute contamination
éventuelle. Il suffit généralement de faire bouillir les flacons dans de I'acide nitrique
concentré, puis de les rincer plusieurs fois a I'eau ultra-pure (Milli-Q water system,
18.2 MQ Cm) avant l'utilisation. Dans les cas ou cette procédure n’est pas
disponible, 'une des procédures de nettoyage les plus puissantes consiste a
évaporer I'acide nitrique ou chlorhydrique dans les récipients avec un four & micro-
onde [186].
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3.6. Méthode de digestion humide

Les échantillons ont été digérés selon la procédure utilisée par Attar et al. [187]
et Tripathi et al. [188] avec quelgques modifications. Une 0.5000g de chaque
échantillon de plasma est digeste par vois humide en double avec I'acide nitrique et
I'acide perchlorique. HNO3 (69.5%, Fluka)/HCIO4 (70-72%, Merck) (3 :1, v/v). Les
échantillons digérés ont été complétés a 5ml en utilisant 0.25% d’acide nitrique.
L’ensemble de ce processus est résumé dans un diagramme schématique de la

figure 3.2.

150°C / 04H
** 180 ©

Sanl. a-14°C

=
V ﬂ

S 4 s #

Figure 3.3 : Diagramme démonstrative protocole de digestion humide du sang.
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3.7. Pourcentage de récupération

Le parameétre de performance « pourcentage de récupération » est requis pour
la validation quantitative des composants majeurs ou l'analyse des traces. La
procédure de calculer le pourcentage de récupération ; qu’on utilise un échantillon
enrichi et analysé par la méthode en cours de validation a la fois dans son état
d’origine et apres ajouté d’'une masse connue de I'analyte a la prise d’essai [189].
Alors la récupération est la proximité entre la concentration obtenue en appliquant
une méthode analytique a un échantillon enrichi et la concentration réelle enrichie
a la matrice [190] ; et la précision fait référence a I'étroitesse de I'accord entre la
valeur réelle de la concentration analytique et le résultat moyen obtenu en
appliqguant la procédure expérimentale a un grand nombre d’échantillon
homogeénes. Elle estliée a I'erreur systématique et peuvent étre établies en utilisant
des matériaux de référence certifier appropriés (matriciels) ou en appliquant des

techniques analytique alternatives.

La récupération est définie comme le rapport entre la concentration calculée
et la concentration enrichie dans la matrice ; Alors la valeur la plus exceptionnelle
est le 100%, ce rapport tient compte de la transformation chimique qui s’est

produite, s’il y a lieu. Ce taux est donc exprimé comme suit [191] :

i 100 (3.1)

Cqj

(%) =

Ct : concentration final, C; : concentration initiale, C4 : concentration ajoutée.

e Larécupération doit étre mesurée a plusieurs niveaux de concentration.

e Sil'étalonnage a été effectué a 'aide de solutions standard, la récupération
doit obligatoirement étre effectuée a I'aide d’'une matrice a blanc enrichi.

e Si I'étalonnage a été effectué dans la matrice étudiée, mais que I'analyte
devrait se trouver dans 'autre matrice, la récupération doit étre répétée dans

ces nouvelles matrices.

3.8. Préparation des échantillons pour I'analyse

Pour l'analyse au moyen de la technique XRF, réalisée au niveau du
FUNDAPL ; Les échantillons sont préparés aprés la préparation des portes

échantillons (une cellule en polyéthylene a une base des feuilles de mylar

d’épaisseur 3.6 um avec un diamétre de 25 mm). Un gramme de poids humide du
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sang digesté est mis dans les portes échantillons a l'aide d'une pipette jetable sont
analysés l'un apres l'autre par la spectrométrie de fluorescence a dispersion en
énergie (EDXRF). L’analyse est refaite pour chaque échantillon trois fois. On utilise

une correction pour le mylar 3.6 (impuretés typiques de ppm : Ca, P, Sb, Se, Zn).

3.9. Le spectrométre de fluorescence X "dispersion d'énergie”

Epsilon 3 XL PANalytical (Figure 3.4) possede une puissante source de rayons
X de 15 watts, 0-50 kV, avec une anode en argent (Ag). Disponible pour tous les
types d’échantillons : solide (27-51,5 mm) diametre et hauteur 10 cm makx,
généralement 10 ml de liquide ou de poudre dans une boite d’échantillon. Le
passeur d'échantillons est une fileuse incluse avec un plateau amovible a 10

positions.

Figure 3.4 : Dispositif expérimental d’ED-XRF type Epsilon 3XL, PANalytical.

3.9.1. Tube a rayons X

Les rayons X générés par un tube a rayons X en métal-céramique et fenétre
latérale, les matériaux d’anode : Rh, Ag, Mo. Parametres du tube : Tension 50 kV

max, curant 30 mA max, puissance du tube 15W, contrélé par logiciel. Les rayons
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X sont d'abord filtrés par I'un des six filtres optiques différents, ensuite voyagent a
travers une fenétre mince (fenétre de béryllium de 50 ym d'épaisseur) avant de

toucher I'échantillon (Figure 3.5).

Passeur d'échantillons

Figure 3.5 : Diagramme de la cellule de mesure.

3.9.2. Changeur de filtre

Les rayons X d'élément intérét peuvent étre mesurés plus facilement si des
rayons X d'énergie inférieure peuvent étre absorbés avant quils n'atteignent le
détecteur. Les rayons X d'énergie inférieure peuvent entrainer des pertes
significatives liées au taux de comptage dans le détecteur et une distorsion
spectrale s'ils ne sont pas supprimés. Pour suppression ces rayons utilisaient un
filtre. Un matériau filtrant parfait aurait une transmission de zéro en dessous de
I'énergie d'intérét et une transmission de l'unité au-dessus de cette énergie, mais
un tel matériau n'existe pas. Cependant, des filtres utiles peuvent étre obtenus en
sélectionnant des absorbeurs de numéro atomique approprié de telle sorte que la
forte augmentation de la section transversale photoélectrique soit proche de
I'énergie des rayons X qui doivent étre atténués mais bien en dessous de I'énergie

des rayons X d'élément intérét. [192]

Les filtres sont freqguemment placés dans le trajet des rayons X entre le tube
a rayons X et I'échantillon afin de modifier la forme du spectre source. Les filtres
peuvent étre constitués de tout élément qui peut étre formé en un solide ou un film
stable. lls sont généralement en métal ou en plastique, bien que les filtres en

plastique se détériorent sous un bombardement prolongé par les rayons X. Ces
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filtres sont destinés a filtrer les rayons X de la source d'énergie inférieure afin de

réduire le bruit de fond dans la région de I'élément d'intérét.

La combinaison de puissance de tube et de différents filtres peut également
rendre l'instrument plus sensible. Le tableau ci-dessous représente les filtres et sa

caractéristique.

Tableau 3.1 : type de filtre et son état de fonctionnement.

None de FaSi
Ti de P acCl Ti 7 4.54 9 1666
Al-50 deKavVv Al 50 2.70 12 1250

Al-200 deCraCo Al 200 2.70 20 750
Ag deNiaMo Ag 100 10.50 50 300

Cu-500 deRhasSb Cu 500 8.96 50 300

Cu-300 Cu 300 8.96 50 300

Un filtre fin a densité neutre peut étre utile pour mesurer des éléments tels que S
ou P avec cible de tube a rayons X Rh, Pd ou Ag, tandis que des filtres plus épais
peuvent éliminer ces pics cibles entierement, créant ainsi une source qui est bonne

pour analyser les rayons X (lignes Kq) entre 2 et 10 keV (éléments P — Ge) [193].

3.9.3. Détecteur

Le détecteur utilisé est le SDD « Silicon Drift Detector », détecteur des rayons
X a dispersion d'énergie, possede une fine fenétre de béryllium avec 8 pum
d'épaisseur, une surface active de 5 mm? et une haute résolution : 132 eV a 5.858

keV. Refroidi par une étage Peltier atteint une température de -15 °C.
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3.9.4. La chaine de détection de I'ED-XRF

La chaine de détection de 'EDXRF est illustrée dans le diagramme ci-dessous
(Figure 3.6). Dans la chambre de mesure (sous air), la source des rayons X a une
tension d’excitation et un courant de fonctionnement définit, émette des rayons X
primaire interagies avec I’échantillon, aprés la filtration par des filtre spécifique, qui
donne une réponse « rayons X secondaire » sous forme de fluorescence de raie
caractéristique ; Ces dernier collecter par le détecteur SDD et converti en signal
électrique. Le spectre récupéré par PC multicanal avec le logiciel Epsilon 3 sera

convertie en un spectre de coups en fonction d'énergie par une chaine électronique.

Spectre d’acquisition

Echantillon

CPU

1 étecteur .
N\ /e ||\
ahRe
s ¥
B e Co

Chambre sous air ou He

| L &
':j - Transfer de coups par canal

Figure 3.6 : Diagramme de la chaine de détection.

3.10. Mesure des concentrations

Les concentrations des oligo-éléments sont mesurées par la méthode des
standards externes aprés une calibration de l'appareil. Le calibrage effectué
périodiqguement en utilisant les options de programme appropriées de I'appareil.
L’opération qui démontré que I'instrument particulier produit des résultats dans des
limites spécifiques par comparaison avec ceux produits par un étalon tracable sur
une plage de mesure appropriée [194], fait par un moniteur «Omnian Monitor ».

Pour la méthode relative des standards externes. On utilise des matériaux
certifit¢e de méme matrice avec I'échantillon, lirradiation des standards et des
échantillons a analyser dans les mémes conditions. Le standard utilisé ici, 'A-13 est

un sang lyophilisé certifié par I'AlEA.
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La comparaison de valeurs obtenues a celle certifiée doit étre faite pour
déterminer les parametres statistique qui liées le processus d’évaluation de qualité
d’assurance et controle de qualité. Ces paramétres statistiques Zscore, U score et

le Relative Bias sont donnée par les équations suivantes (3. 2, 3, 4) : [195]

RB =X~k 1009  (3.2)

XRef
|XLab—XRef]|
Zscore = (3.3)
HRef
|XLab—XRef|
— XiabXrey| (3.4)

Uscore - 2 2
| HLab +”Ref

Lorsque Xap correspond aux résultats de mesures en laboratoire, e correspond
aux incertitudes standard globales / combinées, X correspond aux valeurs
attribuées et e correspond aux incertitudes standard.

Ces parametres calculent avec une différence entre la moyenne obtenue a
partir d'un grand nombre de mesures répétées avec un échantillon ayant une valeur
de référence. Tell que le Zscore et Uscore, mesure la distance (nombre de I'écart
type) par rapport a la valeur certifiée. Le relatif biais donne une estimation de I'erreur
systématique de mesure.

La performance du matériel de laboratoire est considerée comme satisfaisant

si Z < 2, discutable pour 2<Z<3 et insatisfaite pour Z > 3 ; et pour le RB faible.

3.11. Etude de spectre EDXRF

Afin d'avoir une excitation adéquate pour une large gamme d'éléments, le tube
a rayons X “Ag’ a fonctionné a 50 kV et 300 pA. Un gramme d’échantillons ont été
placés dans une boite en plastique a base de filme Mylar (3.6um). Les échantillons
ont été irradié dans une atmosphere d'air, a l'aide d'un tube a rayons X Ag
fonctionnant a 20 kV (Cr-Co) et 50 kV (Ni-Mo) pendant 300 s et 300 s,
respectivement. La détection a été réalisée a l'aide du détecteur SDD refroidi a partir
un étage Peltier. Trois mesures ont été effectuées pour chaque échantillon. Une
valeur spectrale moyenne a été calculée pour chaque échantillon.

Un spectre typique pour le standard IAEA-A13, est présenté dans a figure 3.7.
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Figure 3.7 : Spectre typique pour le standard A13.

La figure 3.7 montre le spectre d’A-13 dans la gamme d’énergie entre 2keV et
10keV, avec démonstration de I'allure de data compléte, sa fitting et le bruit de fond
de mesure ; Le spectre a été identifié chaque élément avec son raie d’excitation.
3.11.1. La limite de détection

Le calcul de la limite de détection se fait selon I'équation (2.6) :

3,/ aire de bruit de fond
facteur instrumantal

LDD =

Le facteur expérimental est la sensibilité donnée par la formule suivante :

Ou Ii: Intensité de la raie caractéristique de I'élément i ; Ci: Concentration de
I'élément i.

Le tableau 3.2 est portée les valeurs de limite de détection des éléments (Fe, Cu,
Zn) de la technique XRF.
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Tableau 3.2 : Seuil de détection de la technique XRF pour le Fer, Cuivre et le Zinc.

Elément Aire de bruitde fond | Facteur instrumental LDD (mg/g)
Fe 109.75 3.925 8.007
Cu 12.292 3.628 2.899
Zn 27.5 4.844 3.247

3.11.2. Etude d’effet filtre

La figure 3.7, présente le spectre d’un échantillon pour deux filtres, Al-200 et

le Ag et aucun filtre, les deux filtres ont comme tension d’accélération 20 kV, 50kV
Afin de réduire les rayons X continus « bruit de fond », des filtres métallique mince
a été placé entre la sortie de faisceau des rayons X primaire et I'’échantillon. Dans
ce travail, une feuille d’Al-200 (200 uym d’épaisseur, et densité de 2.70 g/cm3) et
une feuille d’Ag (100 um d'épaisseur, densité de 10.50 g/cm3) ont été utilisées pour
I'atténuation des rayons x continu. Les deux raies d'absorption K étaient de 1.486
keV pour Al et 22.101 keV pour Ag. Ainsi, 'Al de 100 um d'épaisseur a été utilisé
pour couper les rayons X a faible énergie (2 a 7 keV) et ’'Ag de 100 um d'épaisseur
a éte utilisée pour couper les rayons X a haute énergie (6 a 10 keV). Nous avons
tenté d'insérer ces filtres entre le tube a rayons X et I'’échantillon. La figure 3.8

montre les spectres XRF pris a partir d'un échantillon avec filtres Ag et Al-200.
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Figure 3.8 : Spectres de rayons X prélevés d'un échantillon avec filtres Ag et Al-

200, placée entre le tube a rayons X et I'échantillon.

Comme le montre la figure 3.8 ; Pour le filtre Al-200um, les rayons X continus,
qu’il existe largement de 6keV jusqu’a 10keV, ont été atténué et des excitations des
rayons X monochromatiques a été obtenue. Pour le filtre Ag-100um, les rayons X
continus, qu’il existe entre 2keV et 5.5keV, ont été atténué et des excitations des
rayons X caractéristiqgue or monochromatiques a été obtenue.

A lafin, la diminution de tension (notre cas : Al-20kV, Ag-50kV) déplace le spectre
vers les basses énergies [196]. Alors la haute tension affect la qualité de rayons X.
[197]

La diminution de l'intensité (Al-750pA, Ag-300uA) aplatit le spectre, dans notre
cas le temps d’exposition est constant, et 'augmentation suréléve le spectre, alors
lintensité d’excitation affect la quantité des rayons X [198].

Pour les filtres, plus le faisceau est filtré, plus les photons de faible énergie sont
atténués [199]. Plus le filtrage est important, plus ’énergie moyenne des photons de

faisceau augmente [200].
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3.12. Spectroscopie infra-rouge

Dans cette section, nous présentons la spectroscopie infrarouge utilisée pour
confirmer la méthode de digestion.

L'IRAffinity-1S, un spectrophotometre infrarouge a transformée de Fourier de
SHIMADZU, offre un rapport S/ B élevé (30000: 1, accumulation de 1 minute, quart
de 2100 cm-1, détection automatique des pics), une résolution maximale de 0,5 cm-
1 et dimensions compactes. L'interférométre est optimisé en continu par un

meécanisme d'alignement dynamique et un systéeme de séchage automatique.

3.13. Analyse statistique

Dans cette étude, nous travaillons sur une population biologique c'est-a-dire que
la localisation de la valeur moyenne dépend de la définition de la population : vérité
+ erreurs dans les observations basées sur plusieurs individus pour arriver a une

"vraie" moyenne pour définir le groupe et comparer aux autres [201].

A partir des mesures effectuées pour chaque famille sont calculés, le taux moyen
de fer, de cuivre et de zinc, I'erreur sur la moyenne et la dispersion des valeurs,
pour faciliter la comparaison des familles entre elles. La réduction ou I'augmentation
du taux de fer, de cuivre et de zinc est calculée par rapport a la famille des sujets
normaux. Le test statistique a été appliqué au CD et aux sujets témoins dans les
populations, féminines et masculines pour indiquer la différence des niveaux de Fe,
Cu et Zn, test t Student et ANOVA One-Way [202].

3.13.1. Le test ANOVA

Est I'une des méthodes statistiques les plus utilisées en recherche médicale. Il
s'agit d'une extension du test t pour I'échantillon indépendant. Le besoin dANOVA
provient de I'erreur d'inflation au niveau alpha, qui augmente la probabilité d'erreur
de type 1 (faux positif) et est causée par des comparaisons multiples. L'ANOVA
utilise des statistiques F [203]

Le but du test ANOVA sera le méme que le test t, pour vérifier I'hypothese nulle.
L'hypothése nulle pour le test est que les deux moyennes sont égales. Par
conséquent, un résultat significatif des valeurs moyennes pour deux populations
avec I'hypotheése nulle montre que les deux valeurs moyennes sont inégales.

Ensuite, nous ne comparons pas les valeurs moyennes de maniére aléatoire, au
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contraire, nous les comparons sur la base dhypothéses formulées (réponse
hypothétique a la question posée) en utilisant 'ANOVA et le test t.

Dans notre cas, I'hypothése est la différence de moyenne des deux populations
pour Cu, Fe et Zn sont une différence significative ou non avec I'hypothese nulle.
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Chapitre IV :

Résultats expérimentaux et interprétation

Dans ce chapitre les résultats de validation et performance de la digestion et
la technique XRF sont exposé avec les différents résultats des concentrations du
cuivre, du fer et du zinc dans le sang humain des patients cancéreux et des témoins

obtenus par la XRF, selon les paramétres étudiés.

La figure 4.1 montre un processus en quatre étapes qui suit pour présenter les

résultats dans 'objectif du projet.

Validation Critére de Facteurs de Comparaison
traitement risque

el'assurance *Résultat total. eL'anzyme eComparais
de eTraitement SOD on avec la
protocole par genre eTabagisme litterature
chimigue; *Traitement

*QC/CA de par age
I'analyse
par XRF.

Figure 4.1 : Processus de présenté les résultats de notre travail.

Comme montre la figure 4.1, notre résultat est divisé en quatre parties : le premier
parti est validation ou on présente I'efficacité de méthode utilisée pour la digestion
par analyse IR et pourcentage de récupération puis la performance de la technique
utilisée XRF et validité d’analyse par des parameétres calculés a I'aide d’'un standard
certifié. La deuxiéme parti est de traitement des résultats par deux parameétres
physiologiques : I'age et le genre?, qui influence sur la concentration des éléments
dans le sang humain ; La troisieéme parti est de montré deux facteurs I'enzyme SOD
et le tabagisme, qui affecte directement la maladie cancéreuse ; la derniére parti on

compare notre résultats avec la littérature.

2 Pendant plusieurs décennies, les chercheurs ont profité de I'occasion pour écrire sur le sexe et le genre
lorsqu'ils étudient des hommes et des femmes et des femmes et des hommes. Prizgoda 2000, dit: Le mot
«genre» peut étre utilisé comme synonyme du mot «sexe». Il est toujours correct d'utiliser le mot genre pour
décrire une personne comme étant un homme ou une femme. [Pryzgoda, J., Chrisler, J.C. Definitions of Gender
and Sex: The Subtleties of Meaning. Sex Roles, 2000. 43: 553-569.]
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4.1. Validation

4.1.1. Assurance de protocole chimique

Pour voir I'efficacité de la méthode utilisée de digestion humide par mélange
d’acide et avec chauffage conventionnel ; On a fait une analyse spectrale par
l'infrarouge, d’échantillons et du résidu obtenu, pour voir le degré d’élimination de
matrice organique d’échantillons [203]. Les conditions de travail avec la TFIR, temps

12min, préparation : échantillon non dilué, a nettoyer entre les analyses [204].

La figure 4.2 présente les spectres d’absorption IR d’échantillon sain et patient
qgu’ont sélectionné au hasard.
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Figure 4.2 : Spectre IR des échantillons avant la digestion : (a) échantillon sain, (b)
échantillon patient.

Le spectre IR des échantillons avent la digestion montre I'existence de cing
pics, un dans la zone de liaison simple, le grand pic centré a 3300 cm™ correspond
au groupe lié O-H. Deux dans la zone de doubles liaisons, le pic net et intense situé
a 1731 cm! présente un groupe d'aldéhydes aliphatiques (C = O), le groupe multiple

de pics entre 1500 et 1700 cm est lié a l'alcéne lié (C = C). Et deux déformations,
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deux pics étroits a 1373 cm? et 1206 cm™ représentent respectivement les

déformations CHs et O-H.

D’apres Baker M. J., [205] ce que nous avons trouvé de groupe fonctionnel est en
accord avec les lipides (CH3, CH, C=C) et les carbohydrates (C=0, OH).

Apres la digestion, nous avons mesuré le spectre vibrationnelle IR des mémes
échantillons précédents avec méme condition de travail. La figure 4.3 présente les
spectres IR des échantillons de plasma des patients et des témoins aprés le

processus de digestion.
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Figure 4.3 : Spectre IR des échantillons apres la digestion : (a) échantillon sain,

(b) échantillon patient.

Comme le montre la figure 4.3, les deux spectres présentent un pic net a 1530 cm-
! correspondant au groupe NO, et un grand pic a 3300 cm* lié au groupe a O-H. Il

est important de noter la disparition des pics des groupes carbonés.

La disparition des groupes carboniques est produite par la réaction violente avec
le mélange d’acide ; la présence de groupe Nitro NO est apparu dans la réaction de

HNOs avec la matiére organique, le groupe hydroxyle enlévera typiqguement un
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hydrogéne de la molécule organique pour former de I'eau, et le groupe nitro restant
prend la place de I'hnydrogene.

Enfin, 'analyse infrarouge prouve que la méthode utilisée de digestion détruire
la majorité de la matrice organique apres la digestion. Par conséquent, cela

confirme que la digestion réussie.

4.1.1.1. Rendement de minéralisation

Le rendement de la digestion calculé par la méthode des ajouts dosés par
I’équation (3.1), La concentration de trois échantillons fortifiés, aprés I'ajout d’une
concentration défini, et la concentration du méme échantillon non fortifié a été
mesuré. Un essai de cinq fois est fait pour I'évaluation de la méthode. La figure 4.4

présent la moyenne des mesures des concentrations.
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Figure 4.4 : Courbe de moyenne des concentrations pour les échantillons fortifiés

en fonction des concentrations ajoutés.

Le taux de récupération est de 81,6% de I'échantillon et la perte de masse est de
18,4% de la masse totale de I'échantillon. La linéarité de la méthode est évaluée
par le calcul du coefficient de régression R? des valeurs moyennes obtenues, est

égale a 0,998.

Cela confirme que le protocole de digestion suivit dans notre étude a des

performances élevées avec une perte de masse minimale.
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4.1.2. OC/CA de technique et de mode d’analyse ED-XRF

Avant d'effectuer les analyses des échantillons par ED-XRF, la validation de
la méthode est essentielle. Pour estimer la différence entre la valeur mesurée et la
valeur réelle, dans les limites de l'incertitude des valeurs. Une évaluation statistique
des données d'analyse liées a I'évaluation AQ / CQ doit étre utilisée pour déterminer
les paramétres statistiques : score Z, score U et biais relatif (RB%), par les
équations (3. 2, 3, 4). La mesure d’A-13 effectué dans le laboratoire FUNDAPL 17
fois, sous conditions de travail : temps 30min, filtre utilisé Al-200 (200um, 2,7 g/cm?®
avec 20 kV, 750 pA) et Ag (100um, 10,5 g/cm? avec 50 kV, 300 pA), avec une
correction de Mylar 3.6um. Les valeurs mesuré et certifié avec l'incertitude pour les

oligo-éléments Fer, Cuivre et Zinc, sont présentées dans le tableau 4.1.

Tableau 4.1 : Concentrations (mg/kg) mesuré et certifié de A-13 pour Cu, Fe et Zn ;

avec le Z-score, U-score et R-biais.

Valeur Intervalle de
. valeur Valeur Z- U- RB
Elément mesure o o
certifié Certifié score | score | (%)
2276173
Fe a7 2200 — 2500 | 2400+£158(35) | 0.78 | 0.52 | -5.13
4,79+0.39
Cu 3.7-4.8 4.30+0.55(33) | 0.89 | 0.73 | 11.39
17)
11.54+0.75 -
Zn 12-14 13.00£1(15) 15 1.2
a7 11.53

* SD : écart-type (SD) ** (nombre de tests d'analyse).

Le tableau 4.1 indiqué que les concentrations mesurées par la XRF de Cu, Fe et
Zn sont dans l'intervalle de confiance 95% des valeurs certifiées. Le Z-score pour
la Fe, Cu et Zn est, 0.79, 0.89, 1.5 respectivement, inférieur strictement a 2 ; U-
score pour Fe, Cu et Zn est, 0.52, 0.73, 1.2 respectivement, inférieur strictement de
1.6. C.a.d. la distance est proche (le nombre d'écarts types) entre la concentration

mesurée et la valeur certifiée ; alors nos résultats sont satisfaits.
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Le relatif biais, donne une estimation de I'erreur systématique de mesure, pour
la Fe, Cu et Zn (-5.13%, 11.39%, -11.53% resp.) est faible. Alors la moyenne des
concentrations mesurées répliquées est étroitement en l'accord avec les

concentrations certifié.

Aprés toutes ces analyses et calcule d'élimination de I'effet de matrice, de
perte de l'analyte lors de la préparation de I'échantillon, et performance de
I'équipement de laboratoire et l'erreur systématique liée aux méthodes mesure,
prouve que tous les types des erreurs sont dans les normes et ne perturbe pas

I'analyse par XRF.

4.1.2.1. Analyse par spectroscopie ED-XRF

Le dosage des oligo-éléments le fer, cuivre et zinc par la spectrométrie de
fluorescence X, dans le sang digesté de quatre-vingt- dix-huit sujets sains et quatre-
vingt patients, fait par une analyse répété trois fois, dans les conditions qui ont été
optimisées précédemment, temps 30min, filtre utilisé Al-200 (200um, 2,7 g/cm3
avec 20 kV, 750 pA) et Ag (100um, 10,5 g/cm3 avec 50 kV, 300 pA), avec une
correction de Mylar 3.6um . La figure 4.5 représente un spectre relatif a un

echantillon de patient de sang digesté.

S
1000 4 =
] @©
10
_i d
- -
A &
m S l
8 . ® 2
~ .- O S A
g100-_,.l O I, 5
c . X
a3 1., ' R >
o s £ p 2 o £
R = SRR l S
| *E_} O:I l N g -
IR -
RV AN AWAY
U *
10 T J T v T T T J T Y
4 5 6 7 8 9 10

Energie (keV)

Figure 4.5 : Spectre typique d’EDXRF pour le sang digesté d’'un sujet cancéreux.
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Le spectre de fluorescence de sang minéralisé pour un sujet cancéreux montre
la présence de quelques oligo-éléments avec les deux raies entre la gamme
d’énergie entre 3.5 keV et 10 keV, tel que le calcium (kq = 3.690keV, kg = 4.012keV),
le titane (ko = 4.931keV, kg = 4.508keV), le chrome (kq = 5.411keV, kg = 5.964keV),
le fer (ka = 6.398keV, kg = 7.057keV), le cuivre (kqa = 8.040keV, kg = 8.904keV) et le
zinc (ka = 8.630keV, kg = 9.570keV).

La figure 4.6 présente un spectre relatif du sang minéralisé d’un sujet sain.
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Figure 4.6 : Spectre typique d’EDXRF pour le sang digesté d’un sujet sain.

Le spectre de 'TEDXRF pour un échantillon du sujet sain montre la présence des

oligo-éléments, le calcium, le fer, le cuivre et le zinc avec les deux raies (ka, k).

La comparaison entre le spectre du sang minéralisé pour un sujet cancéreux et
pour un sujet sain apparait une existence des éléments en plus (Ti, Cr) dans les
patients par rapport au sains et une différence d’intensité des raies pour les oligo-

éléments commun.
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4.2. Traitement des résultats obtenus

4.2.1. Les concentrations moyennes des oligo-éléments

Selon I'étude de Rayman [206], un effet négatif de certains minéraux sur la
croissance cellulaire, I'ADN, I'ARN et la synthése des protéines dans les cellules
transformées peuvent provoquer le cancer. Pour cette raison, le statut du cuivre, du

fer et du zinc dans le plasma des patients CD doit étre détecte.

Dans cette étude, on a évaluée les concentrations des oligo-éléments dans le
sang des patients atteints de cancer pour le comparais avec les concentrations des
éléments sang les sangs des sujets sains; comme nous travaillons sur une
population biologique, I'utilisation de la valeur moyenne de teneurs en oligo-élément
a cause de l'observation qui basées sur plusieurs individus « population des
canceéreux » pour arriver a une vraie teneur pour définir le groupe des patients et
comparer aux sains. Le tableau 4.2 descriptive des concentrations des oligo-

eléments (Fe, Zn, Cu) dans les deux populations patients (CD) et sains (controle).

Tableau. 4.2 : Concentrations plasmatiques des éléments (Fe, Cu et Zn) pour les
groupes controle et CD : Nombre de participant dans chaque groupe, moyennes et

ecart-type, intervalles des concentrations des éléments en pl/g.

Elément Groupe N Moyenne SD* Intervalle
Control 98 1493 105 1260 — 1815
Fe CD 80 1496 86 1197 — 1659
Cu Control 98 1172 229 812 — 1996
CD 80 1078 283 727 — 2259
7n Control 98 1266 202 670 — 1854
CD 80 1344 208 848 — 2038

*SD avec une confiance de 95%

Le tableau 4.2 présente les concentrations de fer varient de 1197 a 1659 ugl/l
pour les patients et de 1260 a 1815 ug/l pour le groupe contrdle. Pour la
concentration de cuivre varie de 727,90 a 2259 g/l pour les patients et de 812 a
1996 pg/l pour les contréles. La concentration de zinc varie de 848 a 2038 ug/l pour
les patients et de 670 a 1854 ug/l pour les sains. L’écart type (SD) montre une

dispersion des valeurs, plus la dispersion est grande, plus I'écart-type est grand.

Pour visualiser et décrire la distribution des concentrations et la différence entre

elles des deux populations, sain et patient, c.a.d. pour tous les individus, en utilisent
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les box plot des oligo-éléments pour présenter la distribution des concentrations des

deux populations. La figure 4.8a, b, ¢, montre les box plot de chaque oligo-élément.
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Figure 4.7. Distribution de la concentration de fer (a), de cuivre (b), de zinc
(c).

La figure 4.7 présente une distribution des concentrations non symétriques
pour les trois éléments (Cu, Fe, Zn), tel que la moyenne des concentrations et
différente a la valeur de médian ; les concentrations globales ont un niveau élevé
d’accord en elle-méme, due a une méme population, ou tous les box plot sont
courts. La comparaison de la distribution de fer (fig. 4.7a) montre qu’il y a une
augmentation légere entre les deux populations patientes et saines, pour la figure
4.7 b, il est évident que les patients ont en général des taux de cuivre inférieurs que
les sains, la figure 4.7c introduire un taux général de zinc supérieur dans les patients
par rapport au sain.

La figure 4.8 introduire la différence entre les moyennes des concentrations des

oligo-éléments étudié pour les deux groupes saines (contrdle) et patientes (CD).
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Figure 4.8 : Concentration moyennes de cuivre, de fer et de zinc dans les groupes

des patients (CD) et sains (controle).

La comparaison des moyennes des concentrations pour les patient atteint du
cancer et les sujet sains contrdle prouve que le taux des patients est Iégéerement
supérieure a celle des sains concernant le zinc ; Bien qu'il soit légerement inférieur

a celui des témoins pour le cuivre et quasiment pas de différence pour le fer.

4.2.2. Interprétation du niveau de signification

Lorsque I'on compare deux échantillons indépendants, ces deux échantillons
ne doivent pas avoir nécessairement la méme taille. Il est possible de faire des
comparaisons de moyenne. Pour comparer deux moyennes, il faut habituellement
employer un test paramétrique, qui suppose la normalité des distributions et I'égalité
des variances, hypothéses invérifiables avec des effectifs faibles. Ici nous avons
deux moyennes d'échantillon. Une moyenne d'échantillon est-elle significativement
différente de (ou bien plus grande/petite que) I'autre ? Ou, d'un autre cbté, est-il

raisonnable de dire que les deux moyennes de I'échantillon pourraient provenir de
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la méme population ? Deux questions besoin des réponses par une analyse

statistique plus approfondie.

La signification de différence entre les deux moyennes des concentrations
des oligo-éléments n’est confirmé qu’apres la vérification des deux hypothéses,
I’hypothése nulle : la variance de la population CD est égale a la variance de
population sain (méme population ou non), I'hypothése alternative ou la variance de
la population CD est plus petit /plus grand a la population sain. Le test d'hypothése
approprié est le test F par ANOVA-One-Way). Nous avons appliqué le test ANOVA
One-Way pour calculer le facteur de signification «p» des résultats par le statistique
F3. Le niveau de signification est toujours fixé a P < 0,05. Les résultats obtenus du
calcul du test ANOVA pour la concentration en Cu, Zn et Fe dans le plasma des
groupes CD et sains contréle sont présentées dans le tableau ci-dessous (tableau
4.3).

Tableau 4.3 : Test ANOVA-One-Way pour la concentration de Fe, Cu et Zn dans le

plasma des groupes témoins et CD avec le taux de réduction.

Elément F P Taux de réduction (%)
Fe 0.038 | 0.846 +0.19
Cu 5.916 | 0.016 -7.98
Zn 6.244 | 0.013 +6.10

Selon le test ANOVA, il n’y a pas de différence significative (p=0.846 >0.05), a un
intervalle de confiance 95%, entre la concentration de fer pour les deux groupes de
CD et sains contr6le. Pour le cuivre, le tableau montre une différence significative
entre la concentration moyenne des CD et la concentration des sains contréle avec
un taux d’abaissement -7.98% ; le zinc a une augmentation significative avec un
taux de +6.10%.

4.2.2.1. Discussion

Le zinc est un élément essentiel dont I'importance pour la santé est de plus en plus

appréciée. Ses fonctions dans les voies antioxydantes sont au cceur de ses

3 On utilise la statistique F pour ANOVA one way : F =
variation entre la moyenne de lréchantillon

variation au sein de liéchantillon
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prétendus effets protecteurs du cancer. En raison de I'effet positif du zinc chez les
patients cancéreux, il est limitant le stress oxydatif et en améliorant la réponse

immunitaire chez les patients cancéreux [207].

En revanche, cette étude a également démontré que des taux sériques élevés de

Zn étaient associés au risque de cancer, ce qui est conforme a d’autre étude [208].

Une étude in vivo a indiqué que des niveaux élevés de Zn pourraient activer I'activité
de la télomérase (enzyme a pour mission d'habiller les chromosomes de télomeéres,
des séquences nucléotidiques placées a leur extrémité et servant a les préserver),
ce qui pourrait conduire a une prolifération illimitée des cellules tumorales [209].
Cela peut étre I'un des mécanismes possibles par lesquels des concentrations

élevées de Zn entrainent un risque accru de cancer de la bouche par exemple [210].

Pour le cuivre, un certain nombre d’études ont montré qu’en comparaison avec les
populations témoins, les taux sérique du cuivre sont liés a la pathologie cancéreuse

[211, 212], notre résultat était en accord avec ces études.

Une diminution de concentration sérique du cuivre dans les patients cancéreux sous
traitement chimiothérapie pour la population algérienne ; les raisons de la baisse
des taux des taux de cuivre, ils ont été montrés que les taux diminuent aprées le

traitement contre le cancer et augmentent avant la rechute. [213]

Dans le contexte des maladies cancéreuses, le role du cuivre dans I'angiogenése
tumorale a été démontré, et la réduction du taux de cuivre chez les patients
cancéreux est devenue I'une des approches des traitements anti-angiogéniques
[214]

Puisque le Zn et le Cu pourraient entrer en compétition dans l'intestin gréle, si I'un
d'eux augmente ou diminue, cela interférerait avec I'absorption de l'autre [215]. Les

niveaux accrus de Zn peuvent étre attribués a I'antagonisme entre Cu et Zn.

Le fer est a la fois essentiel a la vie et potentiellement toxique a des niveaux
élevés. Dans notre étude, nous n’avons trouvé aucune association entre le fer

sérique et le cancer dans la population algérienne.

Des études basées sur un ensemble complet de biomarqueurs du fer (fer,
ferritine, transferrine) et une grande taille d’échantillon pourraient aider a clarifier les

relations entre le fer et le cancer. [216-218]
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4.2.3. Influence du genre sur la concentration du Cu, Fe et Zn

M. Ghayour - Mobarhan et al. [219] ont rapporté que les conditions
physiologiques (age, alimentation et genre) affectent les concentrations de cuivre
et de zinc dans le sérum humain. Pour le cancer, il existe une disparité de mortalité
entre les deux genres, le taux est plus élevé chez les hommes que chez les femmes,
les différences entre les genres dans la détection précoce peuvent également étre

un facteur contributif [220].

Pour observer la variation entre la concentration des oligo-éléments des femmes
par rapport aux hommes dans la population CD, nous avons tracé la concentration
des individus de la population totale en différenciant les deux genres (figure 4.9).
Cela donnera une information principale sur la différence de concentration entre les

deux genres.
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Figure 4.9 : La variation des concentrations de (a) fer (b) cuivre et (c) zinc dans

le groupe CD pour les deux genres (femmes et hommes).

La figure 4.9 présente une distribution non normalisé pour les valeurs des

concentrations des individus des deux genres de la population CD, avec I'existence

des valeurs aberrante au milieu ; I'allure générale de distribution des valeurs entre
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les concentrations sanguine des femmes et hommes montre une différence

d’apparence.

Pour voir I'effet du genre sur la concentration des oligo-éléments dans la

population des patients cancéreux. On va faire une comparaison par genres entre

les deux groupes sains contrble et CD ; le tableau 4.4 résume les moyennes des

concentrations des oligo-éléments (Fe, Cu, Zn) des femmes et hommes pour les

deux populations témoins et CD.

Tableau 4.4 : Concentrations des éléments Fe, Cu et Zn dans le plasma sanguin

en pg/l pour les groupes témoin et CD respectivement pour les femmes et les

hommes : nombre de patients dans chaque groupe, moyennes et écart-type,

intervalles des concentrations des éléments, taux de réduction (%) et signification.

Femme
Elémen | groupe | N | Moyenne | SD* Intervalle Taux de | Sig. (p)
t Min | Max | réduction
(%)
Fe Contro | 44 1497 100.70 | 1274 | 1669 +0.106 0.934
I
CD |45 1498 79.92 | 1290 | 1659
Cu Contro | 44 1201 300.25 | 812 | 1996 -9.65 0.046
I
CD |45 1085 238.63 | 770 | 1871
Zn Contro | 44 1310 188.45 | 995 | 1854 +1.14 0.698
I
CD |45 1325 177.44 | 1024 | 1690
Homme
Elémen | groupe | N | Moyenne | SD* Intervalle Taux de | Sig. (p)
t Min | Max | réduction
(%)
Fe Contro | 54 1461 228.14 | 1260 | 1815 +2.076 0.255
I
CD |35 1492 94.53 | 1197 | 1642
Cu Contro | 54 1148 147.33 | 828 | 1470 -7.309 0.137
I
CD |35 1070 336.96 | 727 | 2259
Zn Contro | 54 1231 209.07 | 670 | 1734 0.006
I +9.994
CD |35 1368 242.58 | 848 | 2038
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Concernant le zinc, l'influence du genre sur le taux de Zn expligue une différence
non significative (p=0,698) pour les femmes, contrairement aux hommes qui
affichent un taux d'augmentation significative (T=9.994%, p= 0,006). En ce qui
concerne le cuivre, il y a une diminution significative des femmes du groupe CD par
rapport aux témoins (T=-9.65%, p = 0,046) ; mais pour les hommes, la différence
de moyenne n'est pas significative (p=0,137). Alors que pour le fer, la différence de
moyenne n'est pas significative pour les deux genres entre les deux groupes CD et
témoin. Par conséquent, la Fe, le Cu et la Zn présentent un taux de diminution
significative du cuivre (p < 0,05) pour les femmes et un taux d'augmentation
significative du zinc (p < 0,05) pour les hommes. Alors que, pour le reste, la

différence de moyenne n'est pas significative (p> 0,05).

4.2.3.1. Discussion

Dans notre étude on montre qu’il existe une différence de concentration des
oligo-éléments dans les patients cancéreux par rapport au genre. Nous voyons une
baisse concentration sérique du cuivre chez les femmes avec aucune différence
chez les hommes, est une augmentation de concentration du zinc chez les hommes

avec aucune différence chez les femmes.

Dans des études génétiques et moléculaires [221-223] la susceptibilité a la
maladie varie selon les genres. Les disparités génétiques et moléculaires entre les
hommes et les femmes contribuent aux différences dans [lincidence, le

développement et le traitement de divers cancer.

4.2.4. Influence d’age sur la concentration du Cu, Fe et Zn

L'age ainsi que le genre, la race et l'origine ethnique étaient généralement
classés par les paradigmes causaux du cancer comme des caractéristiques
individuelles qui ne se prétent pas a une intervention [224]. Plus de la moitié des
nouveaux cas de cancer survient chez des patients agés > 65 ans [225]. Méme si
les taux d'incidence actuels restent inchangés, le nombre d'adultes atteignant un
age avancé augmentant rapidement, le nombre de nouveaux cas de cancer
augmentera également. Malgré la bonne compréhension des bases moléculaires
de l'oncogenése et du vieillissement, le chevauchement du cancer et du

vieillissement a ce niveau reste un domaine de recherche trés ouvert [226].
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Pour étudier l'influence de I'dge sur la concentration en oligo-éléments dans le
plasma humain des patients CD. Nous avons réparti la concentration selon I'adge en
quatre groupes : premier groupe 30, 2°M groupe : 30-50, 3™ groupe : 51-60 et le
dernier groupe : > 60 ans. La variation des moyennes des concentrations des oligo-

éléments Fe, Cu et Zn en fonction des tranches d’age présenté dans la figure 4.10.
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Figure 4.10 : Variation de la moyenne des concentrations de cuivre, de fer et de
zinc par groupe d'age de la population de CD.

La figure 4.10 montre une différence des moyennes des concentrations de chaque
élément par rapport a 'age des patients, une différence qui est claire et diminution
en fonction d’exponentiel. Cette observation nous a laissés penser a quoi ca
ressemblerait la variation des concentrations des oligo-éléments par rapport a I'age

dans le sang des patients atteint de la pathologie cancéreuse.

La distribution des concentrations observées en fonction d’age a un
ajustement non linéaire ; pour voir la variation de chaque oligo-élément (Cu, Fe et
Zn) en fonction de I'age et I'équation empirique identigue on a fait une simple
transformation a un ajustement affin. On a tracé des graphes des rapports
logarithmiques (axes-y) en fonction de l'age (axe-x), ou l'axe des ‘y est

ln[TE]/ln(age)’ l'axe des ‘X’ est age des patients ; [TE] est la concentration de

I'oligo-élément en ug/l.
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Figure 4.11 : La variation de la concentration en oligo-éléments avec I'age : (a) Cu,
(b) Fe et (c) Zn.

L'ajustement des trois tracés a l'aide du logiciel Origin8, les trois graphes
montre une décline exponentiel avec un coefficient de détermination R2, 0.987,
0.847, 0.925 pour le fer, cuivre et zinc respectivement, c. a. d. il y a une adéquation
tres forte entre les équations développé et les données observées. L’équation
exponentielle déduire d’apres les graphes, qui présentent un rapport du logarithme

des concentrations sur logarithme d’age en fonction d’age, est :
y = a;e 4 ty, (4.1)

a,, t;, ¥, Sont des parametres graphiques, indique dans le graphe.
Par conséquent, I'équation empirique représentant la concentration en oligo-
éléments dans le plasma sanguine en fonction d’age du groupe CD est décrite

comme suit :

[TE] = eyolnx + ea1lnxe_x/t1 (42)

4.2.4.1. Discussion

Pour de nombreuses personnes ageées, le cancer rejoint les rangs des autres

by

maladies chroniques liées a l'age. Dans cette étude, nous avons observé
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I'abaissement significatif des concentrations des oligo-éléments (Fe, Cu et Zn) dans
le sérum des cancéreux par rapport a I'age. Plusieurs théories ont été proposées
pour expliquer les interactions entre la cancérogenese en général et le processus
de vieillissement. Premierement, & mesure que les individus vieillissent, ils
subissent une exposition environnementale cumulative a des cancérogénes (en
particulier avec le tabagisme et I'exposition a des cancérogénes sur le lieu de travail
ou dans des conditions de vie trés polluées). Deuxiémement, le vieillissement laisse
le temps au développement et a I'accumulation d'événements cellulaires pouvant
conduire a une transformation néoplasique. L'existence d'un temps de latence entre
ces expositions, les événements cellulaires et I'expression clinique de la malignité
pourrait expliquer la premiére apparition de cancer dans une population plus agée.
Troisiemement, le vieillissement pourrait s'accompagner d'une diminution de la

capacité de métabolisé correctement les oligo-éléments [227]

4.2.5. Association du genre et I'age avec la maladie cancéreuse

Pour une meilleure compréhension des maladies liées au mode de vie,
notamment certains type de cancer ; On fait une associant des deux facteurs a une
influence sur la maladie cancéreuse, I'age et le genre. Quelle information donne
cette combinaison ?

On a classé les concentrations des individus de population CD pour chaque oligo-
élément selon les quatre groupes d’age précédent, la figure 4.12-13 présente la
moyenne des concentrations des oligo-éléments Fe, Cu et Zn par rapport aux

groupes d’age.
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Figure 4.12 : Moyenne des concentrations de Cu, Fe et Zn de femmes de population

CD par groupe d'age.
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Figure 4.13 : Moyenne des concentrations de Cu, Fe et Zn des hommes de
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Les deux présentations graphiques ne permettaient pas d’extraire aucune
information, ni de tendance ni de dispersion ; ou la valeur moyenne de concentration
n’indique pas une pondération des concentrations a sa fréquence propre. La
dispersion des concentrations autour des groupes d'age, ne peut pas le quantifier

de facon grossiére par I'étendue de la distribution.

Dans cette étude l'influence d’age sur le genre dans la maladie cancéreuse reste

guestionnable.

4.3. Facteurs des risques

4.3.1. Le rapport Cu/ Zn

Des études ont montré que le cancer gastrique peut étre causé par des espéces

réactives de l'oxygene (ROS), et les antioxydants alimentaires peuvent protéger
contre cette maladie.l Superoxyde dismutase (SOD), qui est connue pour étre
présente sous au moins deux formes, cuivre cytoplasmique/zinc SOD (Cu/Zn SOD)
et le manganese mitochondrial (Mn-SOD), jouent un réle clé dans la détoxification

des radicaux superoxydes.

Le long de cette partie on a calculé la concentration du Cu/Zn dans la population
sains controle et la population CD ; la distribution des concentrations de Cu/Zn est

présenté dans la figure 4.14.
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Figure 4.14 : Distribution de la concentration de Cu / Zn dans le plasma des

groupes CD et groupe témoins.
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La figure 4.14 montre une disparition cohérente des rapports Cu/Zn des deux
groupes, c. a d. les concentrations des individus ont un niveau éleveé d'accord entre
elles ; la comparaison entre les deux populations sains controle et patients CD

présente une diminution du rapport Cu/Zn SOD dans le CD par rapport aux témoins.

Le tableau 4.5 résume les concentrations des deux populations (contréle et CD) par

les concentrations moyennes.

Tableau 4.5 : Les concentrations de rapport Cu/Zn pour les groupes témoin et CD :

moyenne, écart-type, intervalle des rapports, taux de réduction et la signification p.

Taux de
o * H
N Moyenne SD Intervalle réduction (%) Sig. (p)
Controle 98 0,95 0,25 0,56-1,95 ,35E-
Cu/Zn -15,85 7,35E
ch 80 0,82 0,24 0,40-1,59 04

En ce qui concerne le rapport Cu/Zn SOD1, il y a une diminution significative (T=-
15.85%, p=7,35E-04) dans les patients atteints de pathologie cancéreuse par

rapport au sains contrdle dans la population algérienne.

4.3.1.1. L’influence du genre sur le rapport SOD

La variation de rapport Cu/Zn entre les femmes et hommes dans la population
CD, est tracée par le rapport de chaque individu de la population totale en
différenciant les deux genres (figure 4.15). Cela donnera une information principale

sur la différence de concentration entre les deux genres.
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Figure 4.15 : La variation des rapports Cu / Zn dans la population CD pour les

deux genres.

La figure 4.15 présente une distribution non normalisé pour les rapports de Cu/Zn
des individus des deux genres de la population CD, avec I'existence des valeurs
aberrante au milieu ; lallure générale de distribution des valeurs entre les
concentrations sanguine des femmes et hommes montre une différence

d’apparence.

Pour voir I'effet du genre sur le rapport Cu/Zn dans la population des patients
cancéreux. On va faire une comparaison par genres entre les deux groupes sains
contréle et CD ; le tableau 4.6 résume les moyennes des rapports, des femmes et

hommes pour les deux populations témoins et CD.
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Tableau 4.6: le rapport du Cu/Zn SOD pour les groupes témoin et CD
respectivement pour les femmes et les hommes : nombre de patients dans chaque
groupe, moyennes et I'écart-type, intervalles des concentrations des éléments, taux

de réduction (%) et signification.

Femme
Elément | groupe | N | Moyenne | SD* Intervalle Taux de Sig.
réduction (p)
(%)

Cu/zn | Control | 44 0.94 0.28 | 0.56 1.86 -12.37 0.062
CD 45 0.83 0.22| 051 1.58

Homme
Elément | groupe | N | Moyenne | SD* Intervalle Taux de Sig.
réduction (p)
(%)

Cu/Zn | Control | 54 0.96 0.23 0.57 1.95 -19.77 0.004
CD 35 0.80 0.26 | 0.37 1.5

Le rapport Cu / Zn (tableau 4.6) montre une diminution significative (p = 0,004) de
la valeur moyenne pour les hommes CD par rapport au témoin avec un taux de
réduction de -19.77%. Le tableau montre une différence non significative (p = 0.062)
pour les femmes de CD et les témoins.

4.3.1.2. Discussion

Le superoxyde dismutase convertit le radical superoxyde en peroxyde
d'hydrogéne, tandis que la catalase et la glutathion peroxydase convertissent le
peroxyde d'hydrogene en eau. De cette maniere, deux especes toxiques - le radical
superoxyde et le peroxyde d'hydrogéne - sont converties en un produit inoffensif,
I'eau. Ces fonctions enzymatiques sont nécessaires a la vie de toutes les cellules

métabolisant I'oxygene.

Dans les cas ou les niveaux d'enzymes antioxydantes sont diminués dans les
tumeurs humaines, suggere que la plupart des types de cellules cancéreuses ne

peuvent pas détoxifier le peroxyde d'hydrogéne. [228-230]

4.3.2. Tabagisme et cancer du poumon

Malgré l'importance des especes réactives de I'oxygéne dans le développement

des cancers liés au tabagisme, on en sait peu sur le modéle d'expression des
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piegeurs de ROS dans ces cancers. Le tabac contient au moins 70 produits
canceérigene, des produits qui augmentent les formations des especes réactives de
l'oxygene (ROS).

Dans cette étude, nous avons essayé de détecter les concentrations des oligo-
éléments (Fe, Cu et Zn) dans le plasma sanguin des fumeurs et des patients atteints
de cancer du poumon par rapport aux personnes en bonne santé dans la population
algérienne, la figure 4.16 présente les moyennes des concentrations des oligo-
éléments Cu, Fe et Zn pour les trois groupes sains contrdle non-fumeurs (contréle),

les fumeur et les patients atteint de cancer du poumon (LCD).

LCD
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Figure 4.16 : Concentrations de cuivre, fer et zinc pour les groupes des sains
contréle non-fumeurs (contrdle), les fumeurs et les patients atteints de cancer du
poumon (LCD).

Comme l'indique la figure 4.16, il existe une différence évidente entre les deux
groupes LCD et les fumeurs avec les contrdles ; pour les deux autres éléments (Fe,
Cu) la différence est petite.

La signification de cette différence de concentration est présentée dans le tableau

4.7 avec le taux de réduction.
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Tableau 4.7 : Concentrations plasmatiques des éléments Fe, Cu et Zn en ug/l, pour
les témoins, les fumeurs et les groupes LCD : nombre de patients dans chaque

groupe, moyennes et écart-type, taux de réduction (%) avec signification.

Nombre  Moyenne @ SD* Taux de Sig. (p)
réduction (%)

Cu | Contrdle 20 1119 104 / /
Fumeur 14 1130 184 -0.98 0.81
LCD 10 1123 305 -0.35 0.95

Fe | Controle 20 1472 113 / /
Fumeur 14 1464 104 0.54 0.85
LCD 10 1498 108 -1.35 0.4

Zn | Controle 20 1197 252 / /
Fumeur 14 1368 161 -0.14 0.006
LCD 10 1338 170 -0.12 0.04

*Ecart type avec une confiance de 95%.

Les résultats présentés dans le tableau 4.7 ne montrent aucune différence
significative entre les fumeurs et les LCD par rapport aux sains non-fumeurs pour
les deux oligo-€léments fer et cuivre (p=0.81, 0.95 ; p=0.85, 0.4 respectivement).
Sinon pour le zinc existe une diminution significative entre les fumeurs et les LCD
avec les sains non-fumeurs (p=0.006, 0.04 resp.).

4.3.2.1. Discussion

Dans notre étude on trouve que les oligo-éléments étudiés (Cu, Zn et Fe)
affectés de la méme maniere dans les sains fumeurs et les LCP par rapport a les
témoins ; avec une faible concentration plasmique du zinc chez les patients atteint
du cancer du poumon dans la population algérienne.

La faible concentration du zinc dans les patients du cancer de poumon a été bien
reportée par plusieurs études d’autre population [231-233]. Il est suggéré que le
faible niveau de zinc pourrait réduire la synthése de protéine de liaison du rétinol,
qui est le responsable sur le transport de vitamine A dans le plasma, et ainsi réduire
la mobilisation de la vitamine A a partir de foie [234].

L’effet de taux des oligo-éléments dans les patient de cancer du poumon et les
fumeurs, est le méme car le tabagisme a été le rdle bien connu dans le

développement du cancer de poumon [235].
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Le zinc fait partie intégrante de la santé pulmonaire des gens, du cancer aux
maladies respiratoires chroniqgues comme tuberculose [236], et méme le covid-19

ne peut pas étre exclu [237]

4.4. Comparaison avec d'autres études

Pour enrichir cette étude et voire de quelle facon les caractéristiques de
population algérienne influé sur les niveaux sérique des oligo-éléments dans les
patients atteins de la pathologie cancéreuse par rapport aux autres populations,
Nous avons effectué une comparaison des valeurs moyennes des concentrations
des oligo-éléments des autre ouvrages et de notre travail, puis une comparaison de

variation des taux des oligo-éléments Fe, Cu et Zn dans d’autre études.

La figure 4.17 illustre les concentrations moyenne du Cu, Zn et Fe dans des CD

et sains contrdles, de population polonaise et irakienne.
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Figure 4.17 : Concentrations moyenne (ug/l) du Cu, Zn et Fe dans des CD et
sains controles, de population polonaise [238] (Zablocka-Slownska, 2017) et
irakienne [239] (Mahmood, 2011) avec algérienne (Lahmar, 2019).

On observe une différence des concentrations entre la population algérienne et
lautre population, pour les deux groupes sains et cancéreux; Car les

caractéristiques des populations et leur mode de vie différent.

C’est pourquoi la participation de tous les populations aux efforts scientifiques,

enrichissez et aidez a résoudre ce probleme mondiale.
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Les effets des oligo-éléments sont liés a la concentration et les observations
enregistrées vont de |'état de carence, au fonctionnement en tant que composants
biologiqguement essentiels, a un désequilibre lorsque I'excés d'un élément interfére
avec la fonction d'un autre, et enfin a des concentrations toxiques et mortelles. Ces
revues sont considéré les oligo-éléments du point de vue a la fois de leur réle dans
la cancérogenése et de l'utilisation éventuelle de leur dosage dans les fluides
biologiques comme aide diagnostique ou pronostique chez les patients atteints de

cancer.

Le tableau 4.8 résume la variation de taux du fer, cuivre et zinc des travaux issus

de la littérature.

Tableau 4.8 : la variation de taux sérique des oligo-éléments : fer, cuivre et zinc

chez les patients cancéreux des travaux issus de la littérature.

Population générale

Augmentation Diminution Pas de
signification
Cu Zowczak (2001)[240] Khoshdel (2015)[244]
Marco (2001)[241] Lahmar (2019)

Emre (2013)[242]
Hassan (2017)[243]

Fe Vanholle (2020)[218] Lahmar
Wen (2014)[216] (2019)
WU (2004)[245] ('\ggqrf)([’ggg]
Zn Pasha (2008)[246] Atakul (2019)[247]
Emre (2013)[242] Marco (2001)[241]
Lahmar (2019) Hassan (2017)[243]

Khoshdel (2015)[244]
Cu/Zn | Zowczak (2001)[240] Lahmar (2019)

Atakul (2019)[247] Lin (2002)[228]
Oyama (1994)[248] Piyathilake(2002)[229]
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Conclusion général

L’étude présente est la premiere investigation clinique de maladie cancéreuse
a Blida, en Algérie. Utilisant la technique de fluorescence X (XRF) au Laboratoire

de physique fondamentale et appliquée (FUNDAPL).

L'objectif de cette étude multidisciplinaire est de mettre a disposition des
valeurs précises des concentrations d'oligo-éléments dans le sang plasmatique des
patients atteints de pathologie cancéreuse dans la population algérienne, par la
technique ED-XRF.

Un traitement chimique des échantillons est réalisé, pour digérer totalement
la matrice organique plasmatique par une méthode digestive d’acide mix et

chauffage conventionnelle, avec un taux de récupération élevé.

Nous avons utilisé du sang animal AIEA-A13 comme matériau de référence.
La qualité contrdle et la qualité d’assurance QC/AC de nos analyses a été réalisée
par les parametres du biais relatif, du Z score et du U score. Les résultats de tous

les éléments sont satisfaisants par rapport aux valeurs certifiées de la norme.

La procédure QC/QA a montré que la techniqgue XRF peut étre utilisée dans

le diagnostic médical comme outil préventif.

Une présentation statistique des résultats examine la signification de la
différence entre la concentration des deux groupes sains controles et patients pour
les oligo-éléments (Fe, Cu et Zn). Confirme une diminution de cuivre dans les
patients cancéreux et les contrbles (1078ug/l, 1172ug/l respectivement), avec une
augmentation de taux du zinc pour les patients par apport aux sains (1344ug/l,
1266ug/l resp.) et aucune différence significative de fer par rapport aux deux

groupes (1496ug/l, 1493ug/l resp.).

De plus, I'effet genre affecte le niveau des concentrations des oligo-éléments
étudiés dans le plasma des patients algériens atteints de cancer. Le taux de
réduction a montré une diminution de Cu chez les femmes cancéreuse par rapport

au saine (T=-9.65%) et avec une augmentation de Zn chez les hommes cancéreux
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par rapport au saine (T=+9.994%) peut suggérer une disparité moléculaire entre les

deux genres.

De méme, les concentrations plasmatiques de Zn, Cu et Fe sont affecté par
'age dans la maladie cancéreuse. Nous avons établi une équation empirique qui
prédit la concentration en oligo-éléments Cu, Zn et Fe en fonction de I'age des
patients atteints de cancer. Donne-nous une approche pour comprendre les

interactions entre la cancérogenese en général et le processus de vieillissement.

Pour I'antioxydant, le Cu/Zn (SOD1), il existe une diminution significative (T=-
15.85%, p=7,35E-04) dans les patients atteints de pathologie cancéreuse par
rapport au sains contréle dans la population algérienne. Cela prouvé que le taux
sérique des antioxydants peut donner une idée précongue sur I'état de défense du
corps des cancéreux contre le stress oxydatif, est défini comme biomarqueurs sur

le stade de la maladie.

Il est prouvé avant que le tabac a un risque cancerigene sur I'homme, mais dans
notre étude, nous observons les variations de la concentration des oligo-éléments
dans la population algérienne dans la maladie cancéreuse par rapport au tabac. Le
taux du zinc montre un baissement significative pour les fumeurs et les patients des
cancers du poumon (1368ug/l, T=-0.14% ; 1338ug/l, T=-0.12% resp.), le zinc un
oligo-élément qui a une influence remarquable sur les maladies pulmonaire, qui

peut le voir dans le covid-19.

Car la mesure de Cu, Zn et Cu / Zn est tres utile pour un examen de santé
secondaire et est tres utile pour diagnostiquer, suivi et traité la maladie cancéreuse.
Nous avons fait une analyse in vitro des taux sérique de ces oligo-éléments, et que
les éléments Cu, Zn et Cu/Zn sont stockables et que leurs déterminations sont si
simples et peu codteuses, il est utile de rendre ces mesures analytiques routinieres

et disponibles dans les évaluations du cancer.
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APPENDICES

A Liste des abréviations

OMS : Organisation mondiale de la santé
ADN : Acide Désoxyribonucléique
ARN : Acide ribonucléique

FUNDAPL : laboratoire physique fondamentale et appliquée, pavillon : 8, Université
Blida 1

ATP : adénosine triphosphate

ADP : adénosine diphosphate

ERO ou ROS : espéces réactives de I'oxygene

SOD : superoxydes dismutases

AE : antioxydants enzymatiques

XRF : X-ray fluorescence

EDXRF : Spectrometre XRF a dispersion d'énergie

WDXRF : Spectrometre XRF a dispersion de longueur d'onde
SDD : détecteur de dérive de silicium

LLD : La limite de détection

ppm : partie par million, 1 ppm =1 mg/kg ou 1 uL/L ou 1 pmol/mol

IAEA : Agence internationale de I'énergie atomique
AQ/ CQ : Assurance qualité et Contréle qualité

RB : Biais relatif

SD : écart-type

IAEA- A-13 : matériau de référence (sang lyophilisé)
CD : la maladie cancéreuse

LCD : maladie du cancer du poumon


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mole_(unit%C3%A9)
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B QUESTIONNAIRE

N° de questionnaire () J— ) ) date de questionnaire : .../.../2015
Identification

N O e Prénom:...............
Date de naissance :..............cccoceuenenen. Lieu de Naissance:............ccoevvvvvineinannn..
Sexe: Feminin: () Masculin: ()

AU B ..t
Commune:.......oovvviiiiniiiiieannnnn, Daira:.............cooeeeil. Wilaya:................o...
Localisation géographique : Urbaine: (CJ Rurale: (CJ

Régime alimentaire:  Richeengras (J
Riche en sucre ()
Régime spécial (3

Fumeur: Oui: () Non: () qQUaNtIte o ...
Teinture des cheveux: Oui:(__J Non: () combiende foiS :......covvvreeveeeenn....
Etat de santé :

Sain: ()

*Doit se sentir en bonne santé (pas de : hypertension, anémie, maladie cardio-vasculaire,
diabete, pathologie inflammatoire,...)

*Aucune grande opération chirurgicale ni aucun accouchement au cours des 12 derniers
mois.

* Pas de situation a risque (drogues, nouveaux partenaire sexuels ou multiples...).

*Pas de prise de certains médicaments (antibiotique, supplémentassions : mineral ou

vitamine,.....)

Malade: ()
SEIVICE. ..ot e Medecin traitant @ ..........cccocoveiieniniine s
Typedecancer: ..........ccoeevviiiiiininnannn. Date de diagnostic :...........................
Stade @i, Pévolution :......................cooiinl.
Traitement suivi :  Chirurgie : ]

Radiothérapie :  (J
Chimiothérapie ;: (]
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B Glossaire

1. Antioxydant : est une molécule qui ralentit ou empéche I'oxydation d'autres
substances chimiques a leur contact.

2. Catalyseur : une substance capable d'accélérer une réaction chimique, mais ne
participe pas a la réaction. Les protéines et en particulier les enzymes sont des
catalyseurs.

3. Chimiothérapie : Traitement par des substances chimiques.

4. Composés N-nitroso : une famille de composés chimiques extrémement
dangereux, composeés chimiques azotées et oxydées formées par une réaction de

nitrosation entre des nitrites ou des nitrates et des amines ou des amides.

5. Enzyme : protéine qui fonctionne comme un catalyseur pour la médiation et la
vitesse d'une réaction chimique ou biochimique.
6. Erreur standard «erreur — type » : mesure la précision de la moyenne de

I’échantillon, pouvant estimer combien les moyennes d’échantillons varieront de

I'écart — type de cette distributions d’échantillonnage. SE = SD/,/(taille d'ech. ;
SE : est plus utile pour calculer un intervalle de confiance 95% [(Mean — SE*1.96),
(Mean + SE*1.96)].

*Si nous voulons dire a quel point certaines mesures sont dispersées, nous utilisons

I’écart- type.

*Si nous voulons indiquer I'incertitude autour de I'estimation de la mesure moyenne,

nous citons erreur type de la moyenne.

7. Gene HFE : la protéine de I'hémochromatose humaine codée par le gene HFE

situé sur le chromosome 6 humain.

8. Oligo-éléments : Le terme oligo-élément, de par son étymologie {la racine
grecque, oligo : signifie petit, peu abondant}, désigne tout élément chimique présent

dans le corps humain a une concentration inférieure a 0.01%.

9. Matrice biologique : Un matériel discret d’origine biologique qui peut étre
prélevé et traité d’'une facon reproductible. Les exemples sont sang, sérum, plasma,

urine, résidu salive, crachat et divers tissus discrets


https://fr.wikipedia.org/wiki/Mol%C3%A9cule
https://fr.wikipedia.org/wiki/R%C3%A9action_d%27oxydor%C3%A9duction
https://fr.wikipedia.org/wiki/Substance_chimique
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrosation
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrite
https://fr.wikipedia.org/wiki/Nitrate
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amine_(chimie)
https://fr.wikipedia.org/wiki/Amide
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10. Matiére référence certifier : Matériau accompagnée d’'un certificat dont les
propriétés, sont certifi€es par une procédure validée avec incertitude a un niveau

de confiance connu.

11. Matiére référence non certifier : Matériau ou substance dont certaines
propriétés sont suffisamment homogénes et bien définies pour permettre de les
utiliser pour I’étalonnage d’un appareil, I'évaluation d’'une méthode de mesurage ou

I'attribution de valeurs aux matériaux.

12. Métabolisme : Ensemble des transformations chimiques et biologiques qui

s'accomplissent dans l'organisme.

13. Radicaux libres : atomes ou molécules instables nées de la décomposition
d'une molécule d'eau, sont trés réactifs car ayant un électron non apparié. Sous
certaines conditions, peuvent étre produits en exces s'attaquent aux cOmposes
vitaux des cellules (noyau, plasma, membrane) aux protéines ou a I’ADN et les
dégats qu'ils causent sont irréparables. lls sont impliqués dans le vieillissement de
la peau et I'apparition de nombreuses maladies dites "dégénératives".

14. Résorption : Passage de I'élément a travers les muqueuses de I'organisme et

donc a la quantité réellement présente dans le corps humain.

15. Stress oxydatif «ou stress oxydant » : correspond a une agression des
cellules par des radicaux libres, aussi appelés « espéces réactives de I'oxygene »
(ERO). Il résulte de la rupture de 'noméostasie redox. A I'état physiologique, la
balance antioxydants/pro-oxydants (balance redox) est en équilibre. Toutefois un
apport exogene des ERO, une surproduction endogéne des ERO ou une défaillance
des systemes antioxydants, conduisent au déséquilibre de la balance redox en

faveur des pro-oxydants.

16. Standard déviation «écart — type » : est une mesure de la variabilité, utilisée
comme une estimation de la variabilité de la population a partir de quelle
I’échantillon a été prélevé {valide la variabilité quelle que soit la distribution}. SD

utilisé pour calculer les valeurs P dans nombreuse circonstances.

17. Variance : Var = (SD) 2 : utiliser pour analyser les facteurs qui influencer la

distribution on la diffusion des données.
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D A-13, Traitement statistique

I. Le matériau de référence certifié : Le réle du matériau de référence certifié dans
la validation de la méthode est essentiel. lls permettent d'estimer la différence entre
la valeur mesurée et la valeur réelle, dans les limites de l'incertitude de la valeur
certifiée et de la méthode soumise a validation, sur tous dans les domaines ou la
matrice de I'échantillon a une grande importance, comme la biologie ou
I'environnement. En utilisant un CRM comme échantillon de routine dans un lot de
matériaux de test, la valeur certifiée peut confirmer ou réfuter la validation du
systeme de mesure. Dans nos travaux, nous utilisons le matériau de référence
IAEA-A-13 (Agence internationale de I'énergie atomique, Vienne, Autriche) pour la

mesure des oligo-éléments dans le sang animal lyophilisé.
[.1. IAEA-A-13

L'AIEA-A13 est du sang animal lyophilisé, utilisé comme matériau de référence pour
la mesure des oligo-éléments dans le sang. Il peut également étre utilisé comme
matériau de controle qualité pour I'évaluation du travail analytique d'un laboratoire,

pour la validation des méthodes analytiques et pour la qualité
[.2. Origine et préparation du matériel :

Un lot de 40 kg de sang de bovin séché (a été lyophilisé a Seibersdorf) et ensuite
traité dans un broyeur a boulets. La fraction qui a traversé un tamis en nylon de 300
UM a été encore homogénéisée par mélange dans un tambour en plastique rotatif
pendant 70 heures. Le matériel a été distribué dans des bouteilles en plastique en
unités de 25 g sans autre traitement. Par la suite, les échantillons ont été irradiés a
une dose de 2,5 x 104 Gy en utilisant une source de %°Co pour assurer la stabilité a
long terme du matériau en inhibant I'action microbienne.

Valeurs recommandées indiquées dans le tableau I.1. (Basé sur le poids sec) :



Tableau I.1. Valeurs recommandées (ug / g) et intervalle de confiance :

Elément | valeur recommandée pg/g | intervalle de confiance 95% ug/g

Br 22 [19 — 24]

Ca 286 [226 — 332]

Cu 4.3 [3.7 - 4.8]

Fe 2400 [2200 - 2500]

K 2500 [2100 — 2700]

Rb 2.3 [1.7 - 3.1]

S 6500 [6000 — 7000]

Se 0.24 [0.15-0.31]

Zn 13 [12 — 14]

[l. Traitement statistique

I1.1. t-test Studiant :
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Le t-test est un type de test statistique utilisé pour comparer la moyenne des deux

groupes. Il est 'un des hypothéses statistiques le plus utilisée pour les études

sévere.

Le t-test est de type méthode paramétrique : technique statistique dans ce qu’on

définit la distribution de probabilité de variance et faire une interférence au sujet des

parameétres de la distribution le t-test divisé on deux type : t-test indépendant : utilisé

pour deux sous-groupes a comparé indépendant I'un de l'autre ; et t-test paire :

utilisé lorsque les deux sous-groupes a comparé dépond I'un de l'autre.

[1.1.1. Distribution t :

Pour définir la distribution de prélévement (échantillonnage) il faut d’abord définit

la variance d’échantillons : S2=

La distribution dépond de 0 degré de liberté.

2(xi—%)?
n-1

[1.1.2. T-test indépendant :

T-statistique : t =

(1—%2)—(B1—p2)
1

S 1
+2) (o T,
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(11-1)S3+(n2-1)S3

A I'hypothése nulle: Ho: pqy —pu, =0, Saa+2) = ytg—2 ) t=
-7z
Sa+2) %4'%
2 2 —
A 'hypothése alternative : Hi: py — pp # 0, S(q42) = \/% +32 ¢ =TT
1

)
ny 2 2
51,52
nl nz

Elle dit quelle est la probabilité qu'une différence au moins aussi grande que

I1.1.3. Interprétation du degré de signification :

observée apparaisse lorsque I’hypothése nulle est vraie.

Lorsque le degré de signification est petit (p<0.05), nous pouvons rejeter
I’lhypothése nulle et conclure que les deux moyenne ne proviennent pas de la méme

population.
[1.3. Le test ANOVA :

L’analyse de variance c’est une des méthodes statistiques les plus fréquemment
utilisée dans la recherche médicale, est une prolongation de test — T pour
I’échantillon indépendants. Le besoin de TANOVA provient de I'erreur de I'inflation
au niveau alpha, qui augmente la probabilité d’erreur de type 1 (faux positif) et est
causée par des comparaisons multiples. ANOVA utilise la statistique F. Le but sera
toujours le méme : vérifier 'hypothése nulle que les moyennes des groupes

proviennent d’'une méme population.

Cette méthode permet de comparer les moyennes de trois groupes ou plus, crées

par une variable catégoriale.

Somme des | Liberté Variance
carrée
Intergroupe k o K-1 k o
> (% -7y D G-/ - 1)
i=1 i=1

Intragroupe

n
>y -y
ij=1

PRCEAAVICETS
ij=1
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_ Itergroupe Y n; (Y, —Y)?/(K—1)
- - —\2
Intragroupe ?]_=1(Yij _ Yz) /(N — K)

One-Way ANOVA « ANOVA a 1 facteur » : On utilise Benferroui pour I'hypothése
de variances égales : utilise le test t pour comparer les moyennes des groupes deux

a deux et ajuster le degré de signification en divisant 0.05
Interprétation du degré de signification :

Le seuil de signification est toujours fixé & P < 0.05
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