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RÉSUMÉ 

Le Benzo(a)pyrène (B(a)P) est un hydrocarbure polycyclique aromatique (HAP). Il 
provient de la combustion incomplète de matériaux organiques, de la circulation automobile, 
du chauffage domestique, du tabagisme et de l'alimentation. Il est métabolisé principalement 
dans le foie. Il existe pour le B(a)P trois voies métaboliques: la monoxygenation, la voie des 
peroxydases et la voie des quinones. Une fois le B(a)P biotransformé, ses métabolites sont 
conjugués principalement au glutathion, au PAPS (3'-phosphoadenosine-5'-phosphosulfate) 
et l'UDPGA (acide uridine 5'-diphosphoglucuronique). On connaît le pouvoir cancérogène et 
génotoxique du B(a)P, cependant, certains médicaments pourraient interférer dans une ou 
plusieurs voies métaboliques utilisées par ce dernier, voire même dans le processus de 
réparation de l'ADN lors de la formation d'adduits ADN-BPDE (BPDE: benzo(a)pyrène 
diol époxyde) chez l'humain. Les connaissances actuelles concernant le potentiel 
d'interactions des médicaments sur le pouvoir cancérogène du B(a)P restent minimes. Très 
peu d'information existe sur les interactions métaboliques entre le B(a)P et médicaments 
pouvant affecter le taux de formation des adduits à l'ADN. 

Les objectifs de cette étude consistent à mettre au point une méthode analytique 
spécifique pour mesurer le taux de formation d'adduits ADN-B(a)P et à l'appliquer pour 
identifier des médicaments susceptibles d'interférer dans ce processus. Pour cela, on incube 
des lignées cancéreuses d'hépatocytes humains (RepG2) pendant 6 h en présence de 30 /lM 
de 7-10 14C B(a)P (doublement marqué en C7 et en CIO) seul ou en présence du médicament 
à tester (la concentration du médicament =: 10 x la concentration maximale plasmatique 
thérapeutique). La gamme de médicaments sélectionnée a un large spectre de consommation 
dans le monde. Cette gamme est composée de: l'acétaminophène, l'ibuprofène, l'acide 
acétylsalicylique, l'acide méfénamique, le naproxène, l'acide valproïque, le carbamazépine, 
le gJiclazide et la théophylline. La mesure du taux de formation d'adduits à l'ADN s'est faite 
par détection radiométrique sur de l'ADN isolée. On a aussi comparé les taux d'adduits 
formés dans les échantillons témoins (exposé seulement au B(a)P) à ceux formés en présence 
de médicaments. 

A l'aide de la méthodologie développée, nous avons observé que pour certains 
passages de culture cellulaires (Rep02), l' ibuprofène augmente substantiellement le taux de 
formation d'adduit à l'ADN du B(a)P Uusqu'à 2.3 fois), alors que le naproxène et l'acide 
méfénamique ont plutôt un effet protecteur Uusqu'à 0.5 fois pour le naproxène et 0.7 fois 
pour le l'acide méfénamique). Ces résultats suggèrent que la consommation chronique de 
certains anti-inflammatoires non stéroïdiens pourrait augmenter (ibuprofène) ou diminuer 
(naproxène et acide méfénamique) le risque carcinogène. 

Ceci est la première étude qui se consacre à déterminer les interactions du B(a)P avec 
neuf médicaments.Des études plus poussées sur la cinétique de réparation de l'ADN et sur la 
caractérisation des différentes interactions aboutiraient à une meilleure évaluation du risque 
toxicologique du B(a)P. 
Mots clés: Bezopyrene, interactions, adduits, AINS. 



PROBLÉMATIQUE 

Les hydrocarbures polycycliques aromatiques (HAP) sont des composés ubiquistes et 

des polluants de l'environnement en raison de leurs propriétés cancérigènes et mutagènes. Ils 

se distinguent par un mélange de molécules, issues de phénomènes de combustion (ex 

tabagisme, combustion, charbon et pétrole utilisés en industrie). Parmi ces HAP, figure le 

benzo(a)pyrène (B(a)P). Sa biotransfonnation par différentes voies, conduit à des métabolites 

époxydiques impliqués dans la génotoxicité. En effet, ces derniers se lient de manière 

covalente à l'ADN provoquant des mutations qui en cas de non réparation provoqueront le 

cancer. Étant donné que certains médicaments peuvent emprunter les mêmes voies 

métaboliques que le B(a)P, il n'est pas exclu qu'une coexposition au B(a)P et à certains 

médicaments favoriserait la formation d'adduits qui serait à l'origine de l'augmentation de la 

génotoxicité du B(a)P qui serait responsable ~u développement de différents cancers. 

Les	 données publiées par l'Institut Canadien d'Information sur la santé (ICIS), attestent de 
l'augmentation des dépenses en termes de médicaments dans les ménages canadiens 
(ICIS, 2010). En effet, les dépenses en médicaments prescrits au Canada ont atteint 30 
milliards de dollars en 2009, ce qui représente une hausse de 1,42 milliard de dollars par 
rapport à 2006. Cela démontre en partie que la consommation de médicaments a 
augmenté au Canada comparativement aux années précédentes. Le Québec se trouve en 
tète peloton des dépenses avec environ 699 dollars par habitant. La population au 
Québec consomme en moyenne pas moins de 750 comprimés par personne et par année, 
toute classe de médicaments confondue (IeIS). En associant l'ubiquité des HAP à 
l'augmentation annuelle des dépenses en médicaments au Canada, il serait légitime de 
s'interroger sur l'effet de ces derniers sur l'incidence de la toxicité des HAP. Plusieurs 
études ont été réalisées sur l'impact des HAP sur les médicaments; il en découle au final 
que les hydrocarbures polycycliques aromatiques provoquent des interactions, des 
modifications pharmacocinétiques et pharmacodynamiques sur certaines classes de 
médicaments (Zevin et al, 1999). Ces interactions peuvent avoir des ;34(2):417-25. 
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effets secondaires non négligeables sur la santé (p.ex: thromboembolie dans le cas 

d'association de contraceptifs oraux et HAP; (Gaudoneix et al, 2001). 

Malheureusement, peu de chercheurs se sont penchés sur l'amplification ou sur la diminution 

de la génotoxicité du B(a)P suite à la prise de médicaments. Lors des quatre dernières années, 

des études ont démontré à l'aide de lignées cellulaires, la présence significative d'altérations 

au niveau de l'ADN suite aux interactions probénécide-B(a)P et verapamil-B(a)P (Myl1ynen 

et al, 2006). En effet, l'expression de la p53 augmente après l'exposition du B(a)P à ces deux 

médicaments indiquant la présence d'altération au niveau de l'ADN de la lignée MCf-7 

(lignée d'adénocarcinomes du sein). Aussi, le probénécide augmente la formation d'adduits à 

\'ADN via l'inhibition de la glucuronidation (Myl1ynen et al, 2006). Il a aussi été 

démontré que, l'omeprazole joue un rôle protecteur par rapport à la génotoxicité du B(a)P 

chez les hépatocytes de rats (Kazuhiro et al, 2008) En définitive, beaucoup reste à faire dans 

le domaine des interactions entre médicaments et HAP. 

Le présent projet de recherche a pour objectif de développer une méthode afin d'identifier les 

interactions toxiques entre le B(a)P et les médicaments grandement consormnés, c'est-à-dire 

ceux utilisés pour certaines maladies chroniques et ceux utilisés sans prescription médicale 

(exemple l'acétaminophène). L'étude portera sur les médicaments fréquemment utilisés dans 

différents traitements de maladies. Parmi ces médicaments figurent: 

•	 Les anti-inflammatoires non stéroïdiens: acétaminophène, ibuprofène, naproxène, 

acide méfénamique. 

•	 L'antipyrétique acide salicylique 

•	 L'hypoglycémiant glyclazide. 

•	 Les antiépileptiques : carbamazépine, acide valproïque. 

• Le bronchodilatateur théophylline. 

Le choix du B(a)P, est justifié, par le fait qu'il soit très mutagène, très cancérigène et 

ubiquiste dans l'environnement. Aussi, la littérature a mis en évidence les effets 

génotoxiques du B(a)P. Ces derniers, peuvent facilement être étudiés in vitro, sur des 

modèles de lignées cellulaires tels que les HepG2. 



CHAPITRE 1 

ÉTAT DES CONNAISSANCES 

1.1 Le benzo(a)pyrène 

Le B(a)P fait partie de la classe des hydrocarbures aromatiques polycycliques (HM). 

Ces derniers comprennent deux ou plusieurs noyaux aromatiques unis, où des noyaux 

adjacents partagent deux ou plusieurs atomes de carbone (Figure 1). Le B(a)P est un composé 

chimique solide qui a un poids moléculaire de 252.32 g/mol, a une solubilité (Log P) égale à 

6 et a un point de fusion de 179°C; il est soluble dans les hydrocarbures aromatiques, 

cependant sa solubilité dans l'eau est faible (0,2 à 6,1 mg/L). Il est constitué de deux régions 

qui sont des sites de réactions chimiques (Miller et al, 2001) (voir Figure 1). La région k est 

la région comprise entre le quatrième et cinquième carbone. Cette région est une zone de 

grande densité électronique et de haute activité métabolique. La région baie est la région 

comprise entre le neuvième et le douzième carbone. Elle est considérée comme étant très 

réactive. 

La biotransformation du B(a)P génère des métabolites qui sont impliqués dans la 

génotoxicité. Il est classé dans le groupe 1 (cancérigène) par l'Agence internationale pour la 

recherche sur le cancer (lARC, 1983). 
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Figure 1. Structure moléculaire du benzo(a)pyrène (tiré de Miller et al, 2001). 

1.2 Sources d'expositions au benzo(a)pyrène 

Le B(a)P est généré lors la combustion de la matière organique. Ainsi, on le retrouve 

dans la suie et les fumées de toutes origines (gaz d'échappements, fumée de cigarette etc.) 

(Bisson et al, 2006). À 300 oC et 600 oC, il est, un produit de combustion incomplète. Les 

sources d'exposition peuvent être environnementales ou professionnelles. 

L'être humain est en contact permanent avec les HAP se retrouvant dans l'environnement. Il 

y'a des sources naturelles d'émission de HAP qui sont essentiellement dues aux éruptions 

volcaniques et aux feux de forêts. Le B(a)P est également synthétisé par des plantes, des 

bactéries et des algues (Bisson et al, 2006). 

La présence de HAP dans l'environnement est aussi d'origine anthropique, ceux-ci émanent 

de la circulation automobile, du chauffage domestique, du tabagisme et surtout de 

l'alimentation (lait, viandes fumées, etc), du raffinage du pétrole, du schiste, utilisation du 

goudron, du charbon, du coke, des revêtements routiers, des échappements des machines à 

moteur thermique, des huiles moteur et des carburants (Bisson et al, 2006). 
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En milieu de travail, les personnes les plus particulièrement exposées au B(a)P sont les 

travailleurs dans les alumineries, les pompiers et les ouvriers du secteur de la pétrochimie et 

de la sidérurgie. Plusieurs études épidémiologiques en milieu professionnel ont démontré une 

association tangible entre cancer et HAP. En effet, ces derniers sont responsables de l'atteinte 

chez l'homme de plusieurs formes de cancers (Luch, 2005). Par exemple, plusieurs maladies 

telles que le cancer de l'œsophage et de l'estomac ont été reliées à l'ingestion d'aliments 

fumés (Thyssen et al, 1981). 

1.3 Toxicocinétique du B(a)P 

1.3.1 Absorption et distribution 

Le B(a)P est rapidement absorbé par les voies respiratoire, digestive ou cutanée. Il a 

été démontré sur un modèle in vitro de peau d'origine humaine que 3 % d'une dose 

d'exposition de B(a)P est absorbé après 24 heures (Pichard, 2006). On retrouve la substance 

dans les canaux lymphatiques thoraciques 3 h après une administration intragastrique 

(Bonnard et al, 2007). Lorsqu'inhalé, son absorption est rapide, cependant, sa vitesse 

d'absorption dépend de la taille des particules sur lesquelles le B(a)P est adsorbé (lARC, 

1983). Étant lipophile, le B(a)P traverse les barrières pulmonaire et intestinales par diffusion 

passive. Il est ensuite rapidement distribué via le sang dans les ganglions lymphatiques 

thoraciques, le tractus respiratoire, les reins, le cerveau, les testicules et la rate (Bonnard et al, 

2007). Les LDL facilitent le transpolt du B(a)P vers les fibroblastes et empêchent son 

absorption vers les hépatocytes contrairement au HDL qui le transporte vers le foie (Busbee 

et al, 1990). Le B(a)P est aussi stocké dans les glandes mammaires et les organes riches en 

graisses. Par la suite, il est graduellement libéré des graisses vers la circulation sanguine 

(lARC, 1983). 

1.3.2 Métabolisme du benzo(a)pyrène 

Une fois dans la cellule, le B(a)P est métabolisé en différents métabolites: époxydes, 

hydrodiols, phénols, ainsi qu'en métabolites conjugués au glutathion, au sulfate et à l'acide 
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glucuronique. Le B(a)P est biotransformé et activé par trois voies enzymatiques (Figure 2) 

(Jiang et al, 2007) : 

1) la voie des peroxydases (e.g., cytochrome P450 peroxydase) pour former les radicaux 

cations, 

2) la voie de formation des diol-époxydes qui se fait par les cytochromes P450llAI/IBI 

par la mono-oxygénation et par les époxydes hydrolase. 

3)	 la voie de formation des o-quinones qui se fait par les cytochromes 

P450llAIllA21lBl par la mono-oxygénation, par les époxydes hydrolases, et par les 

l'aldo-céto réductases (AKRs). 

L'activation métabolique du B(a)P peut se faire par oxydation monoélectronique engendrant 

ainsi un radical cation capable de se lier avec des macromolécules pour initier le processus de 

carcinogenèse. EUe peut être aussi le résultat d'une oxydation biélectronique ou d'une mono­

oxygénation. Ces deux dernières sont à l'origine de la formation de métabolites oxygénés 

(Cavalieri et al, 1985). Ces métabolites oxygénés peuvent former l'ultime carcinogène. Ils 

peuvent aussi subir successivement une série de réactions d'oxydations monoélectroniques, 

d'oxygénation ou d'estérification qui leurs confèrent à la fin un pouvoir génotoxique 

(Cavalieri et al, 1985). 
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Figure 3. Métabolisme du B(a)P (tiré de Myllynen et al, 2006). 

Les radicaux cations et les diol-époxydes vicinaux de la région baie du B(a)P (i.e., région 

entre les carbone 10 et Il du B(a)P (Figure 2); sont formés respectivement par oxydation 

mono et biélectronique (Cavalieri et al, 1985). La formation de radicaux cations se fait selon 

le potentiel d'ionisation du HAP (il faut qu'il soit inférieur à 7.35 EV). C'est la localisation 

de la haute charge du radical cation qui va déterminer la réactivité spécifique au nucléophile 

ainsi que, la sélectivité de la substitution nucléophile. 

1.3.2.1 Les époxydes et les hydrodiols 

La formation d'époxydes est catalysée par le CYPIAI. Les différents époxydes qui 

en résultent sont les 1,2-2,3-4,5-7,8 et 9,10 oxydes. Par la suite, 1'hydratation des époxydes 

donne lieu à la formation des hydrodiols (Grover, 1986). Cette réaction est catalysée par 

l'enzyme époxyde hydrolase microsomale avec une moindre contribution de la forme 

cytoplasmique. Alors que certains époxydes du B(a)P s'isomérisent en phénols pour ensuite 

devenir des dihydrodiols, d'autres resteront avec qu'une seule fonction hydroxyle. Les 

http:L���....�
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époxydes en région K donneront les B(a)P 4,5 trans diol qui sont de très bons substrats 

pour la glutathion-S-transférase (GST) (Grover, 1986). 

1.3.2.2 Les phénols et les quinones 

La plupart des phénols proviennent de l'isomérisation des époxydes comme les 3-, 

7- et 9-dérivés hydroxylés qui proviennent des 2,3-, 7,8- et 9,10-oxydes. La formation de 

phénols dépend du taux d'oxydation du métabolite époxyde, de la stabilité de ce dernier, de la 

direction de l'isomérisation et du taux d'élimination de cet époxyde par conjugaison au 

glutathion ou former un diol (Grover, 1986). 

Le très réactif 6-0H-B(a)P n'a jamais pu être isolé. La formation des BP-l,6-quinones, BP­

3,6-quinone et le BP-6,12-quinones se fait par un transfert d'électron au complexe oxygène 

cytochrome P450 qui, sous sa forme réduite est très nucléophile et réagit avec le 6-hydroxy­

BP au niveau du carbone 6 ou la charge positive est bien localisée. Le 6-hydroxy-BP se 

dissocie du cytochrome qui redevient à l'état ferrique, puis une auto-oxydation a lieu au 

niveau du Cl, C3, C12 engendrant des diones (Cavalieri et al, 1985). 

1.3.2.3 Conjugués au glutathion et à l'acide mercapturique 

La conjugaison au glutathiol1 de diol époxydes et de triol époxydes est catalysée par 

la GST (Grover, 1986). En général, la région K (i.e., située entre les carbones 4 et 5, voir 

Figure 1) est un excellent substrat pour le glutathion.. Cette dernière se retrouve dans le 

cytosol, le réticulum endoplasmique et les mitochondries. Elle se trouve également en 

grandes concentrations dans tous les tissus. L'isoforme glutathion-S-transférase pi (GSTP) 

catalyse spécifiquement la détoxification des diois-époxydes électrophiles (Ritchie et al, 

2007). 
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Le BP-4,S-oxyde est facilement conve11i en conjugué au glutathion, ce qui n'est pas le cas 

des 7,8-époxydes. et 9, 1O-époxydes. Avant leur excrétion dans les urines, les conjugués au 

glutathion sont transformés en acides mercapturiques (Grover, 1986). 

1.3.2.4 Conjugués glucuroniques et sulfatés 

Les époxydes qui ne sont pas conjugués au glutathion peuvent être transformés en 

phénols et dihydrodiols. Pour faciliter leur excrétion, ces derniers sont conjugués à l'acide 

glucuronique ou au sulfate, ce qui augmente leur polarité (Grover, 1986). La glucuronidation 

est médiée par des isoenzymes de l'UDP-glucuronyltransférase (UGT) et nécessite l'acide 

uridine 5' -diphosphoglucuronique (UDP-GA) comme cofacteur. On retrouve les UGT au 

niveau du rein, du foie et des autres tissus tels que l'intestin, le rein, la peau, Je cerveau, la 

rate et la muqueuse nasale (Klaassen, 2008). Certains composés conjugués peuvent se lier à 

l'ADN après hydrolyse enzymatique. C'est le cas du 3-hydroxy-B(a)P-glucuronide qui se lie 

de manière covalente à l'ADN (Grover, 1986). Dans le foie l'UGTl A 1 et l'UGTI A9 ont une 

activité spécifique envers le benzo(a)pyrene-trans-7R,8R-dihydrodiol. Il existe différentes 

variantes de l'UGTIAl. Les personnes ayant le génotype UGT1A1 (*1/*1) ont une grande 

activité de conjugaison comparé à la variante allélique UGT1A1 *28 (Fang et al, 2004). 

Les sulfo-transférases sont des enzymes cytosoliques dont le cofacteur est le 3'­

phosphoadenosine S'-phosphosulfate (PAPS). La sulfatation produit un ester sulfurique très 

soluble dans l'eau. Certains dérivés du benzopyrène hydroxylés sont sulfoconjugués. Les 

quinones doivent être réduites avant d'être sulfo- ou glucurono- conjugués (Grover, 1986). 

Les composées hydroxylés dérivés du B(a)P passent par une séne d'oxydation et 

d'hydroxylation dans différents compartiments cellulaires. Par exemple, le 7,8-diol-B(a)P se 

transforme en 7,8-diol-9,10-époxydes par l'oxydation de la double liaison olefénique 9,10 

(Sims et al, 1974). Ce dernier va subir d'autres hydroxylations et donner des triols époxyde 

avec des groupements OH en Clou C3 (Jernstrom et al, 1984). Le 3-hydroxy-BP et le 9­
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hydroxy-BP peuvent engendrer également le 3,9-diphénols (Capdevilla et al, 1978). Le 9­

hydroxy-BP engendre dans celtains cas aussi le 4,5-diol-BP et 4,5-époxyde-BP. Ce dernier 

dans le foie de rat peut également se transformé en 4,9-et 5,9-diphénols à travers la région K 

(Jernstorm et al, 1978). In vivo, le 3-hydroxy-BP, le 7,8-diol et le 3,5-diphénol sont excrétés 

dans la bile (Ribeiro et al, 1985). 

1.3.3 Élimination 

Dépendamment de la voie d'exposition, le système hépatobiliaire et le tractus gastro­

intestinal sont les principales voies d'élimination du B(a)P (Bonard et al, 2002). Après une 

administration orale de 100 mg! kg de B(a)P chez le rat, 45% de la dose est excrétée dans les 

urines et les fèces après 24 h. Comparativement aux diols, un taux élevé de métabolites 

hydroxylés est détecté dans les urines et les fèces (Ramesh et al, 2001). La majorité de 

métabolites sont éliminées dans les fèces (70 à 75% d'une dose sous-cutanée chez la souris), 

la voie d'excrétion urinaire est cependant mineure (Ramesh et al, 2001). Les métabolites 

polaires et phénoliques représentent respectivement 60 et 20% de la radioactivité détectée 

dans les urines. Il est estimé que 80 % du B(a)P métabolisé (métabolites polaires et dérivés 

phénoliques) est éliminé par la voie urinaire. La forme non métabolisée de B(a)P reste 

cependant très faible (Yamazaki et Kakiuchi, 1989). L'élimination est moins rapide dans les 

tissus faiblement perfusés comparée à ceux richement perfusés (Bartosek et al, 1984). Il n'y 

a pas d'élimination via l'air expiré (Bonard et al, 2002). 

1.4 Les effets du Benzo(a)pyrène 

1.4.1 Benzo(a)pyrène et cancers 

Au XVIII,,,,,e siècle, le cancer du scrotum des ramoneurs de Londres a été l'un des 

premiers cancers professiOimels identifiés. Il était dû à l'absorption cutanée des HAPs se 

trouvant dans la suie. Les cancers de la vessie, des voies nasales ou du poumon surviennent 

après inhalation d'HAP provenant de la combustion incomplète de matériaux organiques. On 
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trouve plus fréquemment ce genre de cancers chez les pompiers, les travailleurs du secteur de 

la pétrochimie et de la sidérurgie. Une exposition par inhalation de 45.6 mg/m3 de B(a)P 

s'avère toxique et cancérogène (cancers du larynx, pharynx et œsophage) chez les hamsters 

(Thyssen et al, 1981). Chez les travailleurs en alurninerie exposés aux HAP, un risque accru 

de décès par cancer (risque relatif de 6.9), en particulier broncho-pulmonaire, a été mis en 

évidence par des études épidémiologiques rétrospectives (Bertrand et al, 1987). 

1.4.1.1 Mode d'action du benzo(a)pyrène dans la cancérogenèse 

Durant la phase I, les CYP1A1 et CYP1B1 oxydent le B(a)P et forment initialement 

les catabolites époxydes et les diol-époxydes du B(a)P dont certains sont des cancérogènes 

ultimes. Ceux-ci se lient de façon covalente aux sites nucléophiles de l'ADN, généralement 

au niveau du groupe 2-amino de la guanine pour former l'adduit (+)-trans-anti-BPDE-N2-dG 

responsable de mutations au niveau des bases G:C (Nagalingam et al, 2005). La liaison 

covalente se fait aussi au niveau de l'adénine dans le groupement amino N6 (Ling et al, 

2004). 

Les adduits à l'ADN du B(a)P peuvent conduire à des mutations qui provoquent le cancer. 

Parmi, les métabolites réactifs et mutagènes du B(a)P on retrouve les (+)-7R,8S,9S,10R-anti­

benzo(a)pyrène-7,8-dihydrodiol-9, lO-époxyde (BPDE), (+)-anti-BPDE et le H­

7S,8R,9R,10S énantiomère, H-anti-BPDE (Miller et al, 2001) (Figure 4). Les altérations de 

l'ADN se produisent par la liaison en position CIO de l'anti-BPDE et à la position N2 de la 

guanine. Ainsi, 4 stéréoisomères d'adduits sont formés: le lOS (+)- trans-anti-BPDE-N2-dG, 

le 10R (+)-cis-anti-BPDE-N2-dG, le 10R (-)-trans-anti-BPDE-N2-dG et le lOS (-)-cis-anti­

BPDE-N2- dG (Zhao et al, 2006). Ces derniers compromettent la réplication de l'ADN en 

particulier le lOS (+)- trans-anti-BPDE-N2-dG qui perturbe la structure en double hélice et 

bloque les ADN polymérases induisant ainsi des mutations (Ling et al, 2004; Hsu et al, 

2005). Cependant certaines ADN polymérases de la famille Y contournent l'adduit [BP]dG 

durant la réplication in vitro (Hsu et al, 2005). Ce contournement peut être non mutagène ou 
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mutagène selon le type de polymérase. La polymérase (Pol) K provoque une réplication 

fidèle après contoumement de l'adduit BPDE-dG, alors que la Pol 1'] induit une réplication 

infidèle en insérant un nucléotide à l'opposé de la lésion (enor-prone replication) (Ling et al, 

2003 ; Zhao et al, 2006). La Polt insert fidèlement le dTMP à l'opposé de l'adduit BPDE-dA 

mais requiel1 la Pol K pour mettre en place les amorces afin de compléter la réplication après 

la lésion (Ling et al, 2003). 

(a) (b) 

OH OH 

(-)-SaP (7R,8S) diol-(9R,10S) epoxide (+)-BaP (7R,8S) diol-(9S,1 OR) epoxide 
(-) syn BPDE (+) ant! BPDE 

(c) (d) 

HO HO 

OH OH 

(+)-BaP (?S,8R) diol-(9S, 1OR) epoxide (-)-BaP (7S,8R) diol-(9R,10S) epoxide 
(+) syn BPDE (-) anti BPDE 

Figure 4. Structure chimique des 4 stéréo-isomères d'adduits BPDE-ADN (tiré de Miller et 

al, 2001). 

Concernant la formation d'adduits à l'ADN, il a été démontré que le métabolite diol époxyde 

(7,8 diol-9,10-époxyde) en est principalement responsable lors de traitement de cultures 

cellulaires d'embryons d'hamsters (Sims et al, 1974) et de fibroblastes (Daudel et al, 1975) 

au B(a)P. On a aussi observé la formation d'adduits avec les acides nucléiques au niveau de 
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la peau de souris, des kératinocytes humains ainsi que les hépatocytes de rat, une réaction qui 

était principalement reliée au métabolite 9-hydroxy-4,5-époxyde (Jernstrom et al, 1984). 

Les adduits sont aussi responsables de la formation de tumeurs chez la souris (Buening et al, 

1978). En plus des adduits, le BPDE-2 induit l'apoptose chez les cellules de type HepG2 

(Chen et al, 2003). Le (+)-trans-anti-BPDE-N2-dG résiste à la réparation par le NER 

(nucleotide excision repair) contrairement au (+)-cis-anti-BPDE-N2-dG qui lui est réparé par 

ce dernier (Jia et al, 2009). La résistance à la réparation de l'ADN, ainsi qu'une synthèse 

translésionnelle à travers l'adduit volumineux provoque, une transversion (mutation qui 

engendre le remplacement d'une base purique par une base pyrimidique, ou vice versa) des 

bases G->T (Luch, 2005). Les transversions G->T sont associées au cancer du poumon chez 

les fumeurs. 

D'autres mécanismes mutagènes peuvent être la cause de développement de cancers. En 

effet, les adduits formés par le B(a)P peuvent provoquer des mutations ou altérations au 

niveau des gènes suppresseurs de tumeurs ou d'oncogène comme le RAS (Luch, 2005). Ceci 

contribue à la transformation de cellules normales en cellules tumorales (Luch, 2005). Ce 

processus est appelé l'initiation tumorale en carcinogenèse. Le B(a)P agit aussi via un 

récepteur nucléaire (récepteur Aryl Hydrocarbon) qui favorise l'expression de plusieurs 

gènes impliqués dans le métabolisme des xénobiotiques et dans la prolifération cellulaire. Le 

B(a)P est aussi impliqué dans la promotion tumorale (Luch, 2005). 

1.4.1.2 Mode d'action du B(a)P via le récepteur Aryl Hydrocarbon 

La présence de HAP dans le cytoplasme engendre une induction spécifique 

d'enzymes métabolisant les xénobiotiques. L'Aryl hydrocarbon Receptor (AhR), un récepteur 

cytoplasmique qui a une grande affinité pour le B(a)P (Figure 5), se lie à diverses protéines 

cytoplasmiques telles que les Heat shock protein 90 (Hsp90). La liaison de l'AhR à l'Hsp 90 

permet au récepteur cytoplasmique de recOlmaître de manière spécifique les HAP. 
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Dès son entrée dans la cellule, le B(a)P se lie à l'AhR. Ceci provoque le détachement du Hsp 

90 et permet à l'AhR d'aller vers le noyau. Il en résulte ainsi une accumulation nucléaire du 

complexe B(a)P-AhR. Toujours dans le cytosol ce complexe se à l'Aryl hydrocarbon 

Receptor Nuclear Translocator (ARNT). 

Ce nouveau complexe forme un hétérodimère qui joue dans le noyau le rôle de facteur de 

transcription. En se liant au récepteur XRE (xenobiotique response element), il induit 

l'expression de plusieurs enzymes dont la mono-oxygénase P450 de la famille lA et celiains 

isoformes de la OST. Il affecte aussi l'expression de différents facteurs et gènes: 

1)	 Des facteurs impliqués dans la croissance et la différenciation cellulaire conune 

l'activateur et l'inhibiteur du plasminogène type 1 (PAIl), la métallothionéine II 

(MT-II), le HEF1 (human enhancer of filamentation 1), la OEF (guanine nucleotide 

exchange factor), la COT ou MAP3K8 (Mitogen-activated protein kinase 8) et 

l'oncogène KRAS (Luch, 2005) (Figure 6). 

2)	 Des facteurs proapoptotiques comme le TNF (tumor necrosis factor, (superfamilles 3, 

6, 8, 9, 10)) et la HSP40 (heat-shock prote in 40) sont réprimés (Luch, 2005) (Figure 

6). 

3)	 Des gènes jouant un rôle dans le cycle cellulaire des cellules sont surexprimés (ex: 

cycline B2) ou réprimés (ex: la NEK2). L'initiation tumorale se fait après la 

formation d'adduit à l'ADN qui engendre des altérations au niveau du gène 

suppresseur de tumeur TP53 (tumor protein 53) ou de l'oncogène RAS (Luch, 2005) 

(Figure 6). 
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Figure 5. Mode d'action du B(a)P via le récepteur Aryl Hydrocarbon (tiré de Miller et al, 

2001). 
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Figure 6. Mécanisme d'action du B(a)P (tiré de Luch, 2005). 
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1.4.1.3 Les profiles de mutations 

Des mutations du RAS sont souvent observées dans les cancers humains provoqués 

par des carcinogènes chimiques (Luch, 2005). Le KRAS est aussi souvent affecté par l'anti­

BPDE. Son codon 12 est fréquenunent muté dans différents cancers humains et démontre un 

taux de réparation réduit suite à la formation d'adduit à l'ADN (Luch, 2005). La méthylation 

au niveau des CpG au voisinage du codon 12 du KRAS n'a aucune influence sur la liaison de 

)'anti BPDE au niveau de ce site, alors que la présence de la 5-méthylcytosine accroît de 

manière significative la liaison anti-BPDE aux résidus guanine au niveau du gène TP53 

(Luch, 2005). Il a été mis en évidence une association entre la transversion G---.T et le cancer 

du poumon chez les fumeurs. Lors de cette transversion, l'adduit anti-BPDE-N2-dG est 

produit exclusivement au niveau des dinucleotides méthylés CpG de l'ADN non transcrit 

(Luch, 2005). 

1.4.2 Autres effets pathologiques du benzo(a)pyrène 

Dépendanunent de la voie d'exposition, le B(a)P provoque différentes pathologies. Il 

peut causer des lésions au niveau du rein ainsi que des peliurbations sur les profils sériques 

immunologiqlles (p.ex. : réduction d'immllnog]obines sérique IgG, IgA, IgM et augmentation 

de IgE sérique) (Szczeklik et al, 1994). De fOlies doses orales (120 mg/kg/jour chez la souris) 

provoquent des altérations au niveau de la muqueuse gastro-intestinale par réduction de 

l'activité de la carboxylestérase (Nousiainen et al, 1984), des effets hématopoïétiques 

sévères, de la néphrotoxicité et des effets sur la reproduction (Mackenzie et Angevine, 1981; 

Nousiainen et al, 1984). 
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1.5 B(a)P et interactions médicamenteuses 

Des études antérieures ont démontré l'existence d'interactions entre certains 

médicaments et le B(a)P (Zevin et al, 1999). Cependant, l'information existante sur 

l'augmentation de la génotoxicité au B(a)P induite par des interactions médicamenteuses est 

infime car on retrouve dans la littérature peu d'études consacrées à ce sujet. On est 

cependant sûr que certains médicaments, en interagissant avec le métabolisme du B(a)P et/ou 

de ses métabolites, peuvent augmenter de manière significative la cancérogénicité de ces 

HM. Par exemple (Myllynen et al, 2006) on démontré que certains médicaments COilllne le 

probénécide peuvent augmenter la formation d'adduits BPDE-ADN. Plus récemment, Koul 

et al, (2009) ont mis en évidence que le celecoxib, un anti-inflammatoire non stéroïdien 

augmente, la formation d'adduits BPDE-ADN au niveau des tissus pulmonaires de la souris 

(Koul et al, 2009). 

La principale voie de détoxification de l'ultime carcinogène (+)-anti-BPDE est la glutathion­

S-transférase qui catalyse la conjugaison avec la GSH (Myllynen et al, 2006). Une fois 

conjugués, ces composés sont éliminés de la cellule par les transporteurs membranaires 

MRP2. Le probénécide (famille des sulfonamides) agit sur le métabolisme du B(a)P en 

réduisant les taux de GST et de MRP2. Il augmente aussi le taux de 7,8-diol-BP en diminuant 

la glucuronoconjugaison (Mylynen et al, 2006). 

1.5.1 Choix des médicaments 

Le choix des médicaments sélectionnés pour cette étude prend en compte leur grande 

consonunation par la population canadienne. Il tient compte aussi de la biotransformation du 

B(a)P ainsi que les différentes enzymes impliquées dans sa biotransformation. Nous savons 

que certains des médicaments ont un potentiel d'interférer dans une ou plusieurs voies 

métaboliques du B(a)P, voire dans le processus de réparation de l'ADN lors de la formation 

d'adduits B(a)P (favorisant ou inhibant la réparation). Par exemple, il est connu que la 

théophylline (broncho-dilatateur) est un inducteur de la CYP1A2 (Fukami et al, 2007). 
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Aussi le naproxène rédui t l'activité des glutathion-S-transférases (Orhan et Sahin 2001) et 

l'acétaminophène est conjugué directement par glucuronidation et sulfatation (Davern et al, 

2006). Il serait aussi intéressant d'étudier leur influence sur le métabolisme des HAP. De 

plus, l'acide salicylique est un inhibi teur compétitif de la sulfotransférase (Vietri et al, 2001). 

Le manque d'information sur les voies métaboliques de certains médicaments ou le fait qu'ils 

n'empruntent pas les mêmes voies que le B(a)P ne nous permet pas d'assumer que des 

interactions n'auront pas lieu. C'est donc pour cette raison que nous avons retenus celtains 

médicaments pour lesquels aucune voie métabolique identifiée ne recoupe celles du B(a)P. 

Ces médicaments sont largement utilisés dans la population canadienne et souvent de façon 

chronique. 

1.5.1.1 Métabolisme des médicaments choisis 

Acétaminoplzèlle: Ce médicament est métabolisé dans le foie principalement par les voies de 

la glucuronidation et de la sulfatation. Une petite pmtie (environ 5%) est transformée par les 

CYP2El/1A2/3A4 en NAPQI (N-acetyl-benzoquinoneimine) qui en l'absence de glutathion, 

se lie de manière covalente à des groupements cystéine des protéines hépatocytaires formant 

ainsi des adduits qui peuvent être libérés dans le sang. La formation de ces adduits représente 

une étape irréversible dans la toxicité hépatique (Davern et al, 2006). 

Ibuprofèl1e: L'ibuprofène est principalement métabolisé par oxydation dans le foie par le 

CYP2C9 (90%) et le CYP2C 19 (10%) (Dermot et al, 2005). Ses principaux métabolites sont 

le 2-hydroxyibuprofène et le 2-carboxyibuprofène (Mills et al, 1973; Vangiessen and Kaisser, 

1975). Les enzymes impliquées dans la glucuronidation sont les UGTs 1A3, 1A9 (qu'on 

retrouve dans le métabolisme du B(a)P) et les UGT 2B4 et 2B7 (Kuehl et al, 2005). 

Naproxèl1e: Ce composé est métabolisé principalement dans le foie en 6-0­

déméthylnaproxène par la CYP 2C9, 1A2 et C19 (McGinnity et al, 1999). Ce métabolite et le 

produit mère empruntent la voie de la glucuronidation (Segre et al, 1975). Les UGT 
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impliquées sont les UGT lA3, lA9, IB4, et IB7 (Gwendolyn et al, 2005). Il a été observé 

que le naproxène réduit l'activité des glutathion-S-transférases dans les globules rouges 

(Orhan et Sahin 2001). 

Acide méfél1amique : L'acide méfénamique emprunte deux voies métaboliques différentes: 

la voie oxydative par le cytochrome 2C9, ou la voie de la glucuronidation (Karen et al, 1996). 

Les métabolites de la voie oxydative sont aussi glucuronidés (Karen et al, 1996). 

Gliclazide: Le gliclazide est métabolisé par une série d'oxydation par la CYP2C9 et 2C19 

(Elliot et al, 2007). Sept métabolites hydroxylés sont formés (les 4a, 40, 5, 6a, 61, 7a, et 7fi 

mono-hydroxy-azabicyclooctyl) (Taylor et al, 1996). 

Carbamazépil1e: La biotransformation de la carbamazépine se fait via 4 voies. La principale 

est oxydative et conduit à la formation de l'époxyde de carbamazépine, soit la 

carbamazépine-l 0, Il-époxyde (CBZ-E), la 1O-hydroxy-l 0, Il-dihydro-carbamazépine (10­

OH-CBZ), la 3-hydroxycarbamazépine (3-0H-CBZ), la 10,11-trans-dihydroxy-l0,11­

dihydro-carbamazépine (10,11-D) et un autre métabolite non-identifié. L'époxyde de 

carbamazépine est ensuite éliminé par hydrolyse sous forme de diol qui est à son tour 

glucuronoconjugué (Amore et al, 1997). 

Acide valproïque: La biotansformation de l'acide valproïque se fait via les 4 voies suivantes: 

la 13- et la w-l oxydation, la glucuronidation et la voie du cytochrome P450 (Wong et al, 

2000). 

Acide salicylique: L'acide salicylique est le métabolite primaire de l'aspirine. Il est un 

inhibiteur compétitif de la sulfotransférase (Vietri et al, 2001). Il est le substrat de la CYP3A 

(Voloshchuk et al, 2005) et est conjugué au niveau du foie en acide salicylurique (par la 

conjugaison à la glycine), en composé glucuronique phénolique et enfin en acylglucuronide. 

Les UGT impliqués sont lAI, lA3, lA6, lA7, lA8, lA9, lAlO, 2B4, 2B7 (Kuehl et al, 

2006). 
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Théophylline: La théophylline subit une 8-hydroxylation et une 3-déméthylation par la 

CYP1A2, 2AD. Les 6% restants sont N-méthylés en caféine (Fukami et al, 2007). 

1.6. Méthodes pour mesurer le pouvoir mutagène des génotoxiques 

1.6.1 Méthodes cellulaires 

1.6.1.1 Le test de Ames 

Différentes méthodes peuvent mesurer le pouvoir mutagène des xénobiotiques, tel 

que le B(a)P. Certaines méthodes permettent la mesure du pouvoir d'un xénobiotique à 

redonner le phénotype normal pour certains caractères phénotypiques mutés. Par exemple, les 

souches de Salmonella typhymurium (TA100 et T98) dans le test d'Ames ont été 

préalablement mutées pour devenir auxotrophe à l'histidine. Des mutations subséquentes 

induites par des xénobiotiques rendent ces dernières prototrophes à l'histidine, leurs conférant 

ainsi, la capacité de se multiplier dans un milieu dépourvu d'histidine (Maron et Ames, 

1983). D'autres tests ayant le même principe de mutations renversées existent, telle SOS 

chromatest (Quillardet et Hofnung, 1993). 

1.6.1.2 Le test des comètes 

Le test des comètes mesure les cassures provoquées directement par un agent 

génotoxique. La mesure des cassures peut se faire aussi de manière indirecte pendant les 

processus enzymatiques de réparation des dommages ou sinon lors de processus secondaires 

de fragmentation de l'ADN comme l'apoptose. Ce test permet d'établir la relation dose-effet. 

Il utilise la technique de l'électrophorèse sur gel d'agarose de cellules isolées. Une fois 

l'électrophorèse terminée, les noyaux d'ADN cassés prennent l'apparence de comète. Les 

noyaux d'ADN non endommagés restent ronds (Wilkening et al, 2003). 
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1.6.1.2 Méthodes analytiques 

Au lieu des mesurer la mutagenèse il est possible aussi de mesurer directement le 

taux d'adduits formés sur l'ADN en mesurant le taux d'adduit par radiomarquage (Kim et 

Lee 1997). Les adduits à l'ADN formés sont mesurés par un compteur de radioactivité. Les 

comptes résultants sont ensuite normalisés en pmol/mg d'ADN. 

Il existe aussi la méthode de spectrométrie de masse en tandem pour mesurer les adduits à 

l'ADN après l'extraction et la digestion de l'ADN. Dans cette méthode la chromatographie se 

fait en utilisant une colom1e C8 à phase inverse. La mesure des adduits à l'ADN peut se faire 

en mode d'ions positifs qui utilise différentes méthodes de détection des réactions. Les 

adduits mesurés sont exprimés en nombre d'adduits à l'ADN par million de nucléotides 

normaux (Marie et al, 2008). Cette méthode mesure les masses spectrométriques des 

complexes guanine-BPDE et adénine-BPDE. 



CHAPITRE II 

OBJECTIFS ET HYPOTHÈSES DE TRAVAIL ET 
MATÉRIELS ET MÉTHODES 

2.1 Objectifs et hypothèses de travail 

Étant donné que l'état des connaissances actuelles qui a mis en évidence l'existence 

d'interactions entre produits pharmaceutiques et les HAP et que certains médicaments 

utilisent les mêmes voies métaboliques et/ou les mêmes cofacteurs que pour le métabolisme 

du B(a)P. Nous émettons les hypothèses suivantes: 

1.	 Ces interactions sont directement reliées à la capacité du système enzymatique 

hépatocytaire de former des métabolites actifs du B(a)P qui causent des adduits à l'ADN. 

2.	 Ces interactions sont le produit d'une modulation du taux de formation d'un métabolite, 

soit par inhibition des enzymes de la phase 2 (SULT, OST, et/ou UOT) ou induction de la 

phase 1 (CYP1A1/lA2/3A4/lB1). 

3.	 La co-exposition à celiains des médicaments sélectionnés a le potentiel d'augmenter ou 

de diminuer le pouvoir cancérogène du B(a)P. 

Ce projet de recherche a donc pour objectif (i) d'identifier les interactions potentiellement 

toxiques du B(a)P, et des médicaments qui sont largement consommés dans notre population 

(i.e., médicaments utilisés pour certaines maladies chroniques ou utilisés sans prescription 
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médicale) en mesurant le taux de formation d'adduit chez les hépatocytes humains de la 

lignée HepG2 (carcinome hépatocellulaire humain). 

2.2 Matériels et méthodes 

2.2.1 Produit chimiques et réactifs 

La solution mère de 7,10-14C-B(a)P (activité spécifique de 50 mCi/mmol) a été 

commandée chez GE Helathcare (Bukingamshire, UK). Le MEM (Minimum Essential 

Medium) contenant du L-glutamine and pyruvate, le sérum de veau fœtal, la trypsine et la 

pénicilline -streptomycine servant à la culture cellulaire ont été achetés chez Gibco (Grand 

Island, NY). Le PBS provient de chez Fisher (portsmouth, États-Unis) alors que le DMSO 

vient de Caledon Laboratories (Georgetown, Canada). 

2.2.2 Culture cellulaire 

La lignée d'hépatocytes cancéreux humains HepG2 utilisée dans cette étude nous a 

été fournie par le laboratoire du Dr. Catherine Mounier (Département des sciences 

biologiques, Université de Québec à Montréal). Les HepG2 sont mis en culture dans des 

flacons de 25 cm2 contenant du MEM avec du L-glutamine (4 mM), 10% de sérum de veau 

fœtal v/v, de la pénicilline (100 U mr') et de la streptomycine (100 U mr'). Le tout est mis 

dans un incubateur à 37° C et à 0,5 % de CO2. 

32.3 Détection des adduits 

La détection de la liaison du B(a)P à l'ADN (i.e: adduits BPDE-ADN) a été 

déterminée par comptage à scintillation, c'est à dire par une méthode radiométrique. Dans 

cette technique des HepG2 ont été incubés pendant un temps déterminé. Les différents temps 

d'incubations choisis ont permis de mettre en place une courbe cinétique de la formation des 

adduits ADN-B(a)P radiomarqué. Une concentration de 30 flM a été utilisée pour les groupe 

contrôle (groupes sans médicament) et les groupes traités (groupes avec médicaments). La 

concentration de médicament a été déterminée à pal1ir des concentrations sanguines 
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maximales thérapeutiques (Cmax) rapportées dans la littérature. Ces concentrations ont été 

fixés à 10 fois la (Cmax) observée chez les humains exposés aux doses thérapeutiques 

suggérées (Tableau 1). Ce choix de concentration repose sur le fait qu'une interaction 

médicamenteuse est plus facilement détectable si la concentration de l'inhibiteur (dans ce cas 

le médicament) au site actif est plus grande que sa constante d'inhibition (Ki). La mesure du 

taux d'adduit s'est faite à partir d'ADN extrait des cellules HepG2 exposées. La détection 

des adduits par radiométrie est une méthode sensible (radiodétection) rapide et simple à 

utiliser. Comme il a été établit que le B(a)P se lie de façon covalente à l'ADN après avoir été 

bioactivé (Kim et al, 1997), on a utilisé une méthode radiométrique utilisant du 7,1 0_14C_ 

B(a)P. L'augmentation des adduits induite par les médicaments sera observée chez des 

hépatocytes incubés avec du 7,10-14C-B(a)P seul ou en présence de médicament sélectionné. 

2.2.4 Préparation du B(a)P 

La solution mère de 7,10-14C-B(a)P utilisée pour les incubations est à l'origine 

dissoute dans du toluène. Pour éviter toute toxicité cellulaire émanant de ce dernier, on 

prélève le volume de B(a)P dont on a besoin de la solution stock, on évapore tout le toluène à 

l'aide d'un jet d'azote (99 % de pureté) et on resuspend la substance dans un volume 

équivalent de DMSO. 

2.2.5 Détermination de la viabilité 

Un échantillon de 10 j..LL de suspension cellulaire est dilué dans 40 ~lL de bleu de 

trypan à 0.4% (p/v). Un volume de 10 ~L de ce mélange est étalé sur un hémocytomètre de 

Neubauer pour comptage au microscope. Le pourcentage de viabilité doit être supérieur à 

85%. 
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2.2.6 Exposition cellulaire au benzo(a)pyrène 

2.2.6.1 Détermination de la cinétique de formation des adduits 

Une fois à confluence (densité de 2 X 106 cellule/ml), les HepG2 ont été exposées à 

30 ~lM de 7,10·14C-B(a)P (Figure 7) dans des flacons de 25 cm2 contenant uniquement 4 ml 

MEM. Les temps d'incubation choisis étaient respectivement de 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h et 48 

h. Des triplicatas furent effectués pour chaque temps d'incubation. Une fois l'incubation 

terminée,. le milieu de culture a été éliminé, les cellules ont été rincées à quatre reprises au 

PBS froid, puis incubées à 37°C pendant 5 min dans 700 /-li de trypsine. Une fois 

décollées de la paroi du flacon, elles ont été resuspendues dans 4 ml de MEM. Enfin, elles 

ont été soumises à une centrifugation à 10000 X g pendant 15 min puis par la suite le MEM 

a été éliminé: A cette étape, le culot cellulaire est prêt pour l'extraction d'ADN génomique: 

(500 Ill) est utilisée pour doser les protéines et le reste pour l'exaction d'ADN). 
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Figure 7, Schéma représentant la méthode utilisée pour la détection des adduits à l'ADN de 

B(a)P radiomarqué, 

2.2.6.2 Co-incubation en présence de médicaments 

Une fois à confluence (densité de 2Xl06 cellule/ml), les HepG2 mis en culture dans 

des flacons de 2S cm2 contenant uniquement 4 ml MEM, sont exposées à 30 ~ de 7,1O-14C_ 

B(a)P seul (contrôle) ou en présence d'un des médicaments pendant 6 h à 37°(, Pour chaque 

échantillon, on utilise des triplicatas, Les concentrations de médicaments choisies sont de 10 

fois la la Cmax en dosage thérapeutique rapporté dans la littérature (Tableau 1), Une fois 

l'incubation terminée, on répète les mêmes étapes citées pour la détermination de la cinétique 

des adduits qui conduiront à l'extraction de l'ADN génomique (Figure 7), 
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Tableau 1. Concentration maximale à dose thérapeutique des médicaments. 

Médicaments Stmcture chimique Cmax Références 
plasmatique (j."M) 

OH 60 APC 2009 
Acétaminophène 

0yNH	
Q
CH, 

Acide salicylique	 490 Brantmark 
el al. 

"" OH(ç (1982)I~ 
:? 

Ibuprofène 9Ho	 50 Deo-9Ho
Ç/CH)-CH-CH 2 ~ Il CH-C-OH	 Brabander 

el al. 
(2000) 

Acide méfénamique Neuvonen 
OH 29 

CH., O'''r· et Kivisto 

HlC" (~f ~ "(j) (1988) t7' "-/
Naproxène	 374 Mroszczak

H3Q H 
el al. 

OCYTi,OH (1988) 
H,CO/' " 0 

Théophylline 0	 111 
H3C , ))[~ 
~ 1;)

o N N 
1 

CH3 

Acide valproïque (CH,.CH2CH2)2CHCOO· Na' 481 Hussein el 

al. (1994) 

Carbamazépine	 38 Loonen el 

al. (1989)
-/V" Miller et(\ /",

,,,_,,j 'N/l(;) Ludden 
J (1993)0" 'NH2 

Gliclazide 46 Davis el al. 
(2000)o 0 cY 

~#'N)lN'N 
1 0 H H 

h 
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2.2.7 Extraction de l'ADN génomique 

Selon la procédure du kit Flexigene DNA Kit 50 ml de Qiagen, J'ADN est isolé à 

partir des cellules lysées au SDS. La protéinase K et l'ARNase sont utilisées respectivement 

pour dégrader les protéines et l'ARN. L'ADN est précipitée avec de l'isopropanol (100%) et 

rincé à J'éthanol (70%). L'ADN précipité est dissout dans 3 ml de tampon TRlS-E à pH de 

7,5 et incubé à 65°C pendant une heure. 

2.2.8 Dosage de protéines 

La méthode de Bradford (Bradford, 1976) est utilisée pour le dosage de protéine. 

Elle se base sur l'adsorption du réactif bleu de Coomassie G250. Ce colorant s'adsorbe en 

milieu méthanolique acide, sur les protéines et le complexe formé provoquant un transfe11 de 

son pic d'adsorption qui passe du rouge au bleu. C'est une méthode très rapide et très sensible 

(2-5 Ilg de protéines). 

2.2.9 Dosage de l'ADN 

La quantité d'ADN est déterminée par absorbance UV à 260 nm et 280 run à 

l'aide du spectrophotomètre (Bio Mate3, Thermo Sicentific). Le ratio de pureté 

A2GoiA280 d'ADN doit être compris entre 1,8 et 1,9 dans tous les échantillons. 

2.2.1 0 Dosage radiométrique 

Après l'extraction de l'ADN génomique, 1 ml d'ADN dissout est prélevé, puis est 

mis dans un vial dans lequel on ajoute 10 ml de liquide à scintillation (chaque échantillon 

correspondant aux temps d'incubations suivants, 0 h, 3 h, 6 h, 12 h, 24 h, 48 h est compté en 
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triplicata). La liaison covalente 7,10· 14 C-B(a)P/ADN est déterminée par un compteur à 

scintillation liquide (Tri-Carb 2800 TR, Perkin Elmer) qui mesure les rayonnements bêta 

émis durant 2 min de lecture. Le taux d'adduit est estimé en pmol 7,lü·14C-B(a)P métabolites 

liés par mg de protéine. 

2.2.11 Traitement des données et analyse statistique 

L'étude statistique a été effectuée grâce au logiciel SigmaStat 3.1. Elle a consisté 

à décrire les séries avec les indices généraux correspondants aux: moyenne, écalt-type­

médiane, maximum et minimum. 

Chaque groupe (témoins et traitements) est constitué de 3 échantillons (n=3). L'approche 

statistique abordée est le test t de student apparié. Cela permet de comparer les données d'un 

traitement (présence de B(a)P et médicament) par rapport à un témoin (présence de B(a)P 

seulement) et de vérifier quelles valeurs sont significativement différentes de la valeur témoin 

(p<0,05), c'est à dire les milieux sans co-exposition aux médicaments. 

Les coups par minutes représentant la radioactivité mesurée dans les d'adduits sont 

normalisés en pmol/mg de protéine. C'est à dire que les CPM sont convertis en IlCi puis ses 

dernières sont divisées par l'activité spécifique de la solution mère de B(a)P et le tout est 

multiplié par 1000000. Le résultat obtenu est divisé par la quantité de protéine totale dosée 

par la méthode de Bradford. 



CHAPITRE III 

RÉSULTATS 

3.1 Cinétique de formation des adduits 

La concentration choisie pour la détermination de la cinétique de formation d'adduits 

BPDE-ADN est de 30 flM de B(a)P. Cette concentration est adéquate, car: (i), elle permet la 

formation d'adduits tout en maintenant une viabilité de plus de 90% pour les HepG2 incubées 

au B(a)P, (ii) elle permet de former un nombre d'adduits détectable par radiométrie. 

D'après le profil de la courbe cinétique obtenu (Figure 8), on constate chez les hépatocytes, 

que les niveaux d'adduits augmentent après 3 h et atteignent leurs maximums à 24 11 et 48 h 

de traitement. Généralement, après 24 h et 48 h les taux d'adduits BPDE-ADN tendent à 

diminuer (Marie et al, 2008). En se basant sur cette cinétique de formation d'adduits BPDE­

ADN, une durée de 6 h d'incubation a été choisie comme temps de référence pour l'étude des 

interactions médicaments-B(a)P. En choisissant cette période d'incubation, on minimise 

l'impact de la réparation et de l'élimination de la mesure des adduits. On vise essentiellement 

à vérifier l'impact des médicaments sur la formation d'adduits. Effectivement, ce temps 

d'incubation se trouve entre le début de formation d'adduits à l'ADN et l'après 48 h qui 

correspond à la période d'élimination des adduits ainsi qu'à la réparation de l'ADN 

(Kushman et al. 2007; Marie et al. 2008). 
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Cinétique de formation d'adduits à l'ADN-~) 
3 _ ..__._- .. _._­
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temps d'incubation (hl
 

Figure 8.Cinétique de formation d'adduits à l'ADN lors d'incubation cellulaire avec du 7,10 

14C B(a)P (30 f.l.M). Chaque point représente une incubation (n=2). 

3.2ldentification des interactions métaboliques 

Sur la vingtaine de médicaments initialement sélectionnés, l'acétaminophène, 

l'ibuprofène, l'acide acétylsalicylique, J'acide méfénamique, le naproxène, l'acide 

valproïque, le carbamazépine, le gliclazide, et la théophylline sont ceux dont nous avons 

investigué leur possible interaction sur la génotoxicité du B(a)P. Chaque colonne dans 

1'histogramme représenté dans la figure 9 correspond à trois échantillons par traitement 

(n=3).Le ratio est normalisé par la moyenne du contrôle lors d'une même journée 

d'expérience. 
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Après coexposition des cellules au B(a)P et à chacun des médicaments pendant 6h, les anti­

inflammatoires non-stéroïdiens (naproxène, ibuprofène et acide méfénamique) se comportent 

de manière différente par rapport à leur contrôle respectif (i.e, cellules exposées au B(a)P 

seulement) (Figure 9). Dans le cas du naproxène, le test t de Student donne une différence 

significative pour les deux derniers passages (32 et 42) (p=0,006 et p=0,0016) (Tableau II). 

Les ratios des deux derniers passages sont inférieurs à 1 (Figure 9). Ils confirment ainsi 

l'existence d'une différence en terme de formation d'adduits à l'ADN entre le contrôle et 

l'échantillon traité au naproxène plus B(a)P. 

Le test de t a relevé une différence significative pour l'acide méfénamique pour les passages 

1 et 3 (i.e., 30e et 45e passage) (p=O,05 et p=O,OlO) et un ratio inferieur à 1 (Figure 9). Ceci 

suggère une baisse du taux de formation d'adduits à l'ADN en présence de ce médicament 

dans les conditions de coexposition au B(a)P telles qu'utilisées. 

45 cIlJeL'ibuprofène quant à lui, présente une différence significative (p=O,OOS) pour le 

passage). Cependant, contrairement aux deux médicaments précédents le ratio du dernier 

passage est supérieur à 1 (Figure 9). Le nombre d'adduits à l'ADN confirme une hausse par 

rapport au taux d'adduits à l'ADN retrouvé chez le contrôle. 

Pour la classe d'analgésiques/antipyrétique (acétaminophène et acide salicylique), 

l'hypoglycémiant (glicalzide), les antiépileptiques (acide valproïque et carbamazépine), et le 

bronchodilatateur (théophylline), il n'y'a aucune différence significative par rapport à leurs 

contrôles respectifs. La probabilité p est supérieure à 0,05 pour tous les passages (Tableau II). 

L'analyse des moyennes des concentrations de protéines pour les échantillons traités aux 

médicaments par un test de T n'a révélé aucune différence significative quant aux contenus 

protéiques des cellules HepG2 (p<0,05, Tableau III). 
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Tableau II. Test de T non apparié entre les cellules traitées au 7,10 14C B(a)P (contrôles) et 
les cellules traitées au 7,10 14C B(a)P plus le médicament. . Le niveau de confiance est de 
95%. (NA : pas assez d'échantillons). 

Test t de Student 
Médicaments Passage 1 Passage 2 Passage 3 

Naproxène NA 0,006* 0,016* 

Ibtiprofène P>0,05 0,063 0,008* 
Acide méfénamique 0,05* P>0,05 0,001* 

Acétaminophène NA NA P>0,05 
Acide salicylique NA NA P>O,05 

Acide valpro,que P>0,05 P>0,05 P>0,05 
Carbamazépi ne P>0,05 P>0,05 P>0,05 
Théophylline P>0,05 P>0,05 P>0,05 
Gliclazide P>O,05 P>0,05 P>0,05 

*passages pour lesquels des interactions ont été observées au niveau de la formation d'adduit. 

Tableau III. Concentrations (± écart-type) en protéines des milieux d'incubation lors de co­
exposition aux médicaments qui ont révélé des interactions. 

Moyennes des dosages des protéines (mg/ml) 

Médicaments Naproxène Ibuprofène Acide méfénamique 
Passage 1 2.31 ± 0.20 2,08 ± 0.30 1,00* ± 0.20 
Passage 2 1,95* ± 0.15 1,06±0.15 1,10 ± 0.12 
Passage 3 1,46* ± 0.17 0,53* ± 0.1 1,24*±0.18 

*passages pour lesquels des interactions ont été observées au niveau de la formation d'adduit. 



CHAPITRE IV 

DISCUSSION ET CONCLUSION 

La multiplication de la consommation de médicaments dans la dernière décennie 

dans le monde industrialisé et l'ubiquité du benzopyrène dans ['environnement rendent 

inévitable les coexpositions entre eux. Il est donc important d'identifier les combinaisons 

médicaments-B(a)P les plus susceptibles de provoquer des changements dans le taux de 

formation d'adduit B(a)P-ADN. 

La lignée cellulaire HepG2 métabolise le B(a)P et des adduits BPDE-ADN sont formés 

(Marie et al, 2008). Elle constitue aussi un modèle fiable pour l'étude de carcinogènes tel que 

le B(a)P (Wilkening et al, 2003). Dans cette étude on a testé neuf médicaments largement 

consommés par la population canadienne. Le raffinement de la méthode expérimentale a 

permis l'obtention de la cinétique de la formation d'adduits à l'ADN ainsi que l'investigation 

des interactions médicamenteuses. 

4.1 Raffinement de la méthode 

Au cours de cette étude, certaines modifications en rappoli avec le B(a)P radioactif, 

l'extraction et la dissolution de l'ADN ont été apportées au niveau expérimental. 

La solution mère de 7,10_14c B(a)P était à l'origine dissoute dans du toluène. Elle rendait 

ainsi le taux de mortalité des HEPG2 incubées au B(a)P très élevé, élévation due à la 
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présence de toluène dans le milieu de culture. Il a donc faJ!ut évaporer le toluène à ['azote et 

dissoudre le 7,10_ 14C B(a)P dans du DMSO. 

L'ADN extrait à partir d'un flacon de 25 cm2était très concentré et cela posait un problème 

lors de sa dissolution. Le Tris-E seul ne constituait pas un moyen efficace pour dissoudre 

l'ADN. Pour éviter de contaminer le sonicateur avec de la radioactivité, la sonication n'a pu 

être réalisée. C'est seulement en utilisant des seringues avec des aiguilles de différents 

diamètres (25 G 5/8, 21 GIet 21 G 11
/
2), que l'ADN génomique s'est dissout, permettant 

par la suite son dosage spectrophotométrique à A26o/A28o et donnant des ratios de pureté 

variant entre 1,8 et 1,9, ce qui représente un bon ratio (Kim et al, 1997). 

La comparaison des comptes CPM d'adduits normalisés par des pmol! mg de protéine à ceux 

normalisés par des pmol! mg d'ADN sont presque identiques ceci implique que la méthode 

de normalisation par quantité de protéines est aussi fiable que celle qui utilise la quantité 

d'ADN. Cependant la normalisation des comptes CPM en pmol! mg d'ADN a été faite que 

pour les deux derniers passages pour chaque médicament (sauf pour la théophylline ou on a 

fait trois passages). 

Pour les échantillons traités au 7,10_ 14c B(a)P en présence de naproxène ou de 

carbamazépine, le compte de la radioactivité augmentait de façon inexpliquée 24h (t=O 

correspond au compte effectué juste après l'ajout du liquide à scintillation) après l'ajout du 

liquide de scintillation. En effet, 24h après le premier compte de radioactivité on passait de 

6842 à 37144 CPM (coups par minute) et de 621 à 6213 CPM pour le naproxène et la 

carbamazépine (Figure 9), respectivement. Pour tenter d'expliquer ce phénomène, nous avons 

mis dans différents vials du B(a)P radioactif seul ou en présence de médicament (naproxène 

ou carbamazépine). Pour affirmer ou infirmer si l'augmentation de comptes était due au 

modèle de liquide à scintillation utilisé, nous avons testé deux marques commerciales cie 

liquide à scintillation distinctes. L'observation des comptes de radioactivité à t=O et à 24 h 

après l'ajout des liquides de scintillation n'affichait aucune différence significative pour le 

naproxène et la carbamazépine prouvant ainsi que ni le liquide à scintillation, ni le 

médicament n'étaient à l'origine de l'augmentation des comptes. Une dissolution inadéquate 
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de l'ADN pourrait être à l'origine de l'augmentation des comptes. On a pensé que la 

différence entre le temps 0 et 24 h était due à la mauvaise dissolution de l'ADN, ce n'était 

finalement pas le cas. En effet, une fois l'ADN dissout on a été incapable de reproduire ses 

variations importantes de radioactivité. 

4.2 Cinétique (le formation des adduits 

Selon (Misaki et al, 2007), l'expression des cytoclu'omes P450 1AI, 1A2 and lB 1 se 

trouve amplifiée après une incubation avec 30 ~M de B(a)P chez les cellules HepG2. Cette 

amplification accélérerait la formation d'adduits à l'ADN. Dans la présente étude, les adduits 

à l'ADN augmentent avec le temps, atteignant les valeurs de 0.14 pmol/mg protéine à 0 h, 1 

pmol/mg de protéine à 3 h, 2 pmol/mg de protéine d'ADN à 6h, un maximum de 2,5 

pmol/mg de protéine à 24 h, et enflO 2,3 pmol/mg de protéine à 48 h. Les concentrations 

d'adduits à l'ADN entre 3 à 6 h d'incubation et entre de 6 à 24 h ont respectivement 

augmenté d'un facteur de 2 et de 1,25. Ces facteurs se rapprochent des valeurs 1,5 et 1,27 

retrouvées dans l'étude de Kim et al. (1997) faite avec des hépatocytes primaire de rat. Les 

BPDE sont les métabolites qui se lient de façon covalente à l'ADN pour former l'adduit. On 

estime qu'il faudrait en moyenne 100 000 molécules de B(a)P pour former un adduit et que 

seulement 1% de B(a)P est transformé en BPDE chez les HEPG2 (Marie et al, 2008). Ceci 

pourrait expliquer la faible teneur en ad duits obtenue dans la cinétique d'adduits. COllli11e la 

formation d'adduits est linéaire et dose-dépendante (Marie, et al, 2008), il se pourrait aussi 

que la faible teneur en adduit obtenue dans notre étude soit le résultat d'une faible 

concentration en B(a)P d'adduits. Sachant que juste 1% du B(a)P est converti en BPDE et en 

comparant notre étude à celle de Marie et al (2008) on constate que le nombre d'adduits dans 

la deuxième étude augmente de manière significative à partir d'une concentration de 100 ~lM 

alors qu'à 30 ~M le niveau d'adduits formés reste faible. Ceci dit, on a réussi à mesurer les 

taux d'adduits et à reproduire la méthode de mesure de ces derniers. L'utilisation d'une plus 

forte concentration de B(a)P aurait peut-être donné un changement plus significatif et 
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reproductif dans l'altération du taux de formation d'adduits à l'ADN lors des tests 

d'interactions. 

Il faut aussi souligner que le taux de formation d'adduits diffère d'une lignée cellulaire à une 

autre, et ceci peut être expliqué par les différents potentiels enzymatiques des cytochromes 

P450 lAI et 1A2 à oxyder le B(a)P (Ledirac et al, 1997), ou bien par la différence des 

niveaux d'expressions ou d'affinité des récepteurs Ah qui sont impliqués dans la régulation 

de l'expression des cytochromes P450 lA 1 et 1A2 (Swanson, 2004). 

Après 24 h, les cellules HepG2 exposées au B(a)P voient leur taux d'adduits à l'ADN 

diminué. Ceci est probablement dû en grande partie au NER (nucleotide excision repair) qui 

est impliqué dans la réparation des adduits à \' ADN (Luch, 2005). La cinétique de réparation 

dans la lignée HepG2 est monophasique et lente (Marie et al, 2008). 

4.3 Interactions médicamenteuses 

La présente étude nous a permis d'identifier des interactions entre le B(a)P et la 

classe des anti-inflammatoires non-stéroïdiens. En effet, des interactions ont été observées 

lors de la co-exposition au B(a)P et aux médicaments suivants: le naproxène, l'acide 

méfénamique et l'ibuprofène. Ces interactions tendent soit à augmenter les ad duits à l'ADN 

du B(a)P en potentialisant la génotoxicité de ce dernier, soit en jouant un rôle protecteur en 

diminuant les taux d'adduits à l'ADN qui pourrait se traduire par une baisse de la 

génotoxicité du B(a)P. 

Dans le cas du naproxène, nous avons remarqué qu'au niveau des passages 2 et 3 (figure 9) la 

diminution d'adduits BPDE-ADN par rapport aux contrôles était significative. Ces résultats 

suggèrent que le naproxène pourrait jouer un rôle protecteur en diminuant les taux d'adduits à 

l'ADN. Le naproxène, à dose thérapeutique réduit l'activité des glutathion-S-transférases 

dans les globules rouges (Orhan et Sahin, 2001). Contrairement à ce qui nous nous 
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attendions, une diminution d'adduits a été observé. Il faudrait investiguer davantage afin de 

comprendre le mécanisme causant cette réduction d'adduit. Il est possible qu'en augmentant 

la concentration du B(a)P on observerait de plus grande variations dans les taux d'adduits. La 

diminution du taux d'adduit pourrait être due aussi au déclenchement des mécanismes de 

réparation de l'ADN. 

En présence d'acide méfénamique, il a été démontré dans la présente étude que le taux 

d'adduit diminuait significativement par rapport aux contrôles dans les passages 1 et 3 (figure 

9) avec des valeurs de p de 0,05 et 0,001, respectivement ( Tableau II). Ceci plaiderait en 

faveur de l'existence d'interactions métaboliques entre le B(a)P et l'acide méfénamique. En 

effet, l'acide méfénamique est un inhibiteur de l'UGTlA9 (Omura et al, 2007) principale 

enzyme impliquée dans la glucuronidation du benzo(a)pyrene-trans-7R,SR-dihydrodiol, 

métabolite qui peux former des adduits à l'ADN s'il n'est pas conjugué. Or, dans notre cas, il 

s'agit bel et bien d'une diminution du taux d'adduits à l'ADN que nous avons observée et 

non d'une élévation. Nous pourrions donc être amenés à penser que cet abaissement du taux 

d'adduits BPDE-ADN serait dû finalement à une inhibition partielle des cytochromes P450 

en général et de la CYP 1A2 en particulier. En effet une étude a démontré que 100 ~M 

d'acide méfénamique provoquait l'inhibition de plus de SO% du CYPIA2 au niveau des 

hépatocytes (Ki = 3,47 /lM) (Karjalainen et al, 200S). La CYPIA2 est l'enzyme 

prédominante de phase 1 dans le foie intervenant dans le métabolisme du B(a)P (Shimada et 

al, 2006). Elle est aussi, avec la CYPIAI, l'enzyme majoritairement responsable de la 

formation de pro-carcinogènes pendant la biotransfonnation du B(a)P (Shimada et al, 2007; 

Ma et al, 2007) donc si la CYPIA2 est inhibée cela pourrait être la cause de la diminution du 

taux d'adduit dans le cas de l'acide méfénamique. 

L'ibuprofène augmente le taux d'adduits BPDE-ADN chez les HepG2 au passage 3 (figure 

9). Le test t de Student révèle une différence significative entre les témoins et les échantillons 

traité à l'ibuprofène avec une probabilité p de O,OOS. Les enzymes impliquées dans la 

glucuronidation de l' ibuprofène sont les UGTs 1A3, 1A9 (on les retrouve dans la 

glucuronidation du B(a)P) (Kuehl et al, 2005). On pourrait expliquer l'augmentation de ces 

adduits par l'inhibition des UGTs lAI et IA9 qu'exercerait l'ibuprofène sur la 
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glucuronidation des métabolites réactifs du B(a)P, par l'induction des enzymes de phase l 

(CYP 1A2), ou enfin par la diminution des mécanismes de réparation de l'ADN pour les deux 

dernières explications nous ne disposons pas d'éléments de littératures qui viendraient les 

appuyer. 

En s'appuyant sur les données suivantes, nous nous attendions à ce que la carbamazépine et 

l'acide salicylique en présence de B(a)P provoquent une augmentation des taux d'adduits à 

l'ADN chez les HepG2. La carbamazépine est glucuronidée chez l' humain par l' isoforme 

UGT2B7 (Staines et al, 2004). Une inhibition compétitive au niveau des UGT aurait pu 

diminuer la glucuronidation des BPDE issues du métabolisme du B(a)P et ainsi causer une 

augmentation du taux d'adduits à l'ADN. De plus, la principale voie de détoxiflCation de 

l'ultime carcinogène, le (+) - anti BPDE (benzo(a)pyrène-diol-époxyde), est la glutathion-S­

transférase qui catalyse la conjugaison avec la GSH (Myllynen et al, 2006). Le fait que la 

CBZE (carbamazépine époxyde métabolite issue de l'oxydation de la carbamazépine) se lie 

de manière covalentes au GSH (Bu et al, 2005) aurait pu se mener à une déplétion des 

réserves cellulaires du GSH et diminuer la détoxification du BPDE et ainsi provoquer une 

augmentation du taux d'adduits à l'ADN. Le test t de Student n'aurait révélé aucune 

différence significative (p>0,05) pour l'augmentation d'adduits provoquée par la 

carbamazépine. 

Certains dérivés du B(a)P-hydroxylés sont sulfoconjugués, et l'acide salicylique est connu 

pour être un iJù1ibiteur des sulfotransférases (Vietri et al, 2001). Cette inhibition pourrait 

aussi augmenter le taux de BPDE-ADN chez les HepG2 traitées au B(a)P et à l'acide 

salicylique. La figure 9 démontre que la carbamazépine et l'acide salicylique augmentent le 

taux d'adduits à l'ADN respectivement pour les passages 1, 2, 3, et 1, 2 (figure 9). 

Cependant, le test t de Student n'a révélé aucune différence significative (p<O,OS) pour cette 

augmentation. 

Pour le gliclazide, l'acide valproïque, la théophylline et l'acétaminophène, le test de t n'a 

révélé aucune différence significative quant à de variation d'adduits par rapport a leurs 
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contrôles respectifs ce qui implique la non existence d'interactions métaboliques entre le 

B(a)P et ces trois médicaments. 

Pour les anti-inflammatoires non stéroïdiens (ibuprofène, naproxène et acide méfénamique), 

['existence d'interactions avec le B(a)P a été démontrée pour les passages 3, 2-3 et 1-3 

(figure 9) (p<0,05). Cependant, ces interactions ne se sont produites que sur un réplica 

biologique pour l'ibuprofène, et deux réplicas dans le cas du naproxène et de l'acide 

méfénamique (Figure.8 et Tableau II). Les HepG2 peuvent perdre leur activité métabolique 

pendant leurs proliférations et après plusieurs passages (Wilkening et al, 2003). Cette perte 

d'activité métabolique totale ou partielle influencerait aussi bien le pool de cytochromes 

P450 (lAI et lA2, les enzymes responsables de la biotransformation du B(a)P) les enzymes 

de phase II (responsables de la détoxification) ainsi que les niveaux d'expression des 

récepteurs AhR qui sont responsables de l'induction de cytoclu'omes P450 (Luch, 2005). Il 

faut aussi prendre en considération que, vu leur caractère tumoral, les HepG2 peuvent avoir 

des défaillances au niveau des voies de l'activation et/ou de la transcription du AhR-XRE 

(Zeiger et al, 2001). Tout cela, pourrait expliquer l'absence d'interactions dans les passages 

qui n'ont montré aucune différence significative avec leurs contrôles respectifs (cas de 

l'ibuprofène, le naproxène et l'acide méfénamique). Ceci expliquerai peut être la hausse 

d'adduits à l'ADN pour le 2ge passage de la carbamazépine par rapport aux deux autres 

passages rendant ainsi la différence non significative (p>0,05). De plus, il faudrait aussi 

investiguer s'il n'existerait pas des fluctuations dans les réserves en cofacteurs (GSH, PAPS, 

UDPGA) chez les HepG2 lors d'un passage à un autre. 

En résumé, l'anti-inflanunatoire non-stéroïdien ibuprofène augmente significativement le 

taux d'adduits BPDE-ADN chez les HepG2 au passage 3 (figure 9) (p = 0,008) alors que 

pour l'acide méfénamique et le naproxène les taux d'adduits diminué (respectivement 

passage 30 et 45 et passage 32 et42) (figur 9). 

Chez ces anti-inflanunatoires non stéroïdiens étudiés (ibuprofène, naproxène et acide 

méfénamique), les mécanismes d'interactions pourraient être le résultat d'une induction des 
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enzymes de phase l, d'une inhibition des enzymes de phase II, ou d'une diminution des 

mécanismes de réparation de l'ADN. 

On sait maintenant que la liaison covalente du B(a)P à l'ADN est une étape critique dans la 

carcinogenèse. Les adduits à l'ADN qui ne peuvent être réparés forment des lésions pré­

néoplasiques qui donnent naissance à des transformations néoplasiques (Miller et al, 2001). 

Les adduits peuvent aussi provoquer des mutations ou des altérations au niveau des gènes 

suppresseurs de tumeurs ou d'oncogène comme le RAS. Ils créent ainsi un déséquilibre au 

niveau du contrôle de la prolifération cellulaire. Les oncogènes stimulent par la suite la 

prolifération cellulaire. L'absence de gènes suppresseurs fonctiol1l1els est un élément 

indubitable de la cancérisation. Cette perte de fonctionnalité contribue à la transformation de 

cellules normales en cellules tumorales (Luch, 2005, 2006). Ce processus est appelé 

l'initiation tumorale en carcinogenèse. Le B(a)P agit aussi via un récepteur nucléaire 

(récepteur AhR) qui favorise l'expression de plusieurs gènes impliqués dans le métabolisme 

des xénobiotiques et dans la prolifération cellulaire. Il participe donc aussi dans la promotion 

tumorale dans le cas où le B(a)P provoque des mutations irréversibles. 

La présence d'interactions entre le B(a)P et les anti-inflammatoires non stéroïdien : 

ibuprofène, naproxène et l'acide méfénamique n'est pas fortuite. Il a été démontré dans des 

études antérieures que les AINS modulaient l'activité enzymatique des cytochromes P450 

intervenant dans le métabolisme de carcinogènes (Ciolino et al, 2006). Par exemple, le 

celecoxib un AINS, module la biotransformation des carcinogènes en réduisant leurs 

activations et en activant leurs détoxification. Le celecoxib, en présence de produits de la 

fumée de cigarette réduit considérablement le taux d'adduit à l'ADN dans le foie de souris 

(Koul et al, 2009). 

4.4 Conclusion 

Les résultats de cette étude ont démontré que la consOillination d'anti-inflanunatoires 

non stéroïdiens peut moduler la toxicité du B(a)P chez la lignée HepG2. Il est donc important 

de caractériser de telles interactions et de prendre ces co-expositions en considération dans 



45 

l'analyse du risque lié à une exposition à ce polluant. Ces interactions sont d'autant plus 

importantes pour les populations susceptibles, notamment les personnes qui consomment des 

anti-inflammatoires non stéroïdien de façon chronique ou chez les individus pour qui le 

métabolisme de phase II est défaillant. Pour compléter l'étude, il serait important de 

caractériser les combinaisons démontrant une interaction en déterminant les paramètres 

cinétiques (i.e, vitesse maximale de métabolisme, constante d'affinité et constantes 

d'inhibition). Il serait d'intérêt d'étoffer l'étude avec des investigations au niveau de la 

cinétique de réparation de l'ADN. Les données obtenues dans cette étude pourraient 

contribuer à ouvrir la voie vers une amélioration de l'évaluation du risque toxicologique du 

B(a)P pour les personnes exposées à celui-ci en milieu occupationnel et prenant des anti­

inflammatoires et aussi, pour des sous-populations spécifiques particulièrement exposées 

comme les fumeurs traités chroniquement par des AINS. 
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