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Physiopathologie

2. Mécanismes de développement des pathologies :

Action cancérogene de I'amiante

253G aGH DD D Do Do

L’amiante possede une activité cancérigene maiméemanismes de développement de

ces pathologies ne sont pas totalement connus.

2.1. Méthodes d’évaluation du potentiel cancérogéaies fibres

Dans ce premier paragraphe, nous développeronpriesipaux modeles d’études

utilisés, leurs intéréts, leurs limites et les pemrésultats obtenus.

2.1.1. Importance des modéles expérimenféiix70]

< Etude des mécanismesoléculaires et cellulaires de toxicité de I'antian
De nombreux modeéles expérimentaux ont été dévetopper étudier la pathogenese
des affections liées a une exposition a I'amiavair(table 11). Les études animales,

principalement réalisées chez le rat et le moubm,utilisée plusieurs voies d’exposition,
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comme linhalation, [linjection intra-pleurale ountra-péritonéale, [linstillation intra-

trachéale. [67]

Etude in vitro Etudein vivo
_ Modéles Modéles
o Populations . . . .
Cellules isoléees ' animaux a animaux a long
MODELES cellulaires
court terme terme

Dommage a I'ADN  -Toxicité cellulaire et  Dép6t des fibres Charge en fibre du

apoptose poumon et de la
Peroxidation -Libération des Inflammation pléevre
lipidique médiateurs
inflammatoires Prolifération Fibrose
-Génotoxicité cellulaire
ETAPE -Transformation Altérations
ETUDIEE cellulaire Transformation moléculaire et

-Prolifération cellulaire préneoplasiques  cytogénétiques
-Métaplasie
-Expression génique
-Communication

intercellulaire

Table 11: Modéles développés pour I'étude de la pathogedés maladies dues a une

exposition a I'amiante [67]

& Evaluation des fibres de substitution
Les futures études épidémiologiques sur I'expasitdes travailleurs aux fibres

récemment développées vont se heurter aux factaiuwants, justifiant I'utilisation de modele
et la compréhension des mécanismes en jeu powedvalur toxicité. D’abord, le délai de
latence rend difficile toute étude épidémiologiguensuite les niveaux d’exposition des
individus aux fibres artificielles seront certainmmh inférieurs a ceux des expositions

passées ; et enfin le nombre de ces travailleups®s sera tout autant diminué. Par
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conséquent, il est nécessaire de s’appuyer suol@sees expéerimentales issues des modeles

dans les futures évaluations des fibres, naturetlastificielles.

2 Extrapolation des résultats

L’'une les principales limites de ces modeles esldns la difficulté d’extrapoler la
dose (exprimée en nombre de fibres plutot qu’ensejadélivrée aux cellules cibles de ces
modeéles expérimentaux a la dose délivrée aux iddsviexposés aux fibres (naturelles et
artificielles). 1l est par exemple important deitesompte des variabilités inter-espéces dans
I'interprétation des études d’'inhalation. Ainsi :

- certaines fibres susceptibles d’atteindre lenpai profond chez 'homme ne sont
pas inhalables chez le rat.

- les Iésions pulmonaires observées sont difféeenhez 'lhomme et le rat, du fait
d’'une anatomie différente de I'arbre respiratoiemsl ces deux especes : chez I'homme les
dépots et les lésions primitives se produisentiatersections bronchiques, alors que chez le
rats elles sont observées sur les bifurcations wd#tamt directement dans les sacs
alvéolaires ;

- le parenchyme pulmonaire du hamster est paigrerhent résistant a I'induction des
cancers par des fibres. Il présente en revancheprapension importante a la formation de

mésothéliome.

2.1.2. Potentiel cancérigéene des fibres : premiei@mées42, 68-70]

Les premiéres données épidémiologiques révelenpdientiel cancérogene de
'amiante des 1955 [14]. Les preuves expérimentdiespotentiel cancérigene des fibres

naturelles, amiante et asbestiformes, ont été éyaul'International Agency for Research on



-97 -

Cancer en 1977 et 1987. Toutes les variétés d'dmias fibres contenant de I'érionite et du
talc sont considérés comme des cancérigénes comaoues’homme (groupe 1). D’autres
silicates fibreux naturels ont été placés dansrteige Il (non classifiable). Depuis, des
observations de meésothéliomes malins ont été affest en présence d'une exposition
professionnelle aux fibres d’anthophyllite [71]. petentiel cancérigene de cing types de
fibres artificielles vitreuses (MMVF) a été évalaa 1988 : La laine de verre, la laine de
roche, les fibres céramiques et la laine de sconéegté classées dans le groupe 1B (possible

cancérigene chez 'lhomme). Les filaments de ventébvé placés dans le groupe Il (non

classable).
Preuves chez Critere
Agent d’évaluation :
Homme Animaux
Classe de risque
Amiante
Toutes les variétés Suffisantes Suffisantes 1
Silicates
Wollastonite Insuffisantes Limitées 3
Attapulgite Insuffisantes Limitées
Sepiolite Pas de données Insuffisantes 3
Talc :
“Ne contenant pas de fibrés  |nsyffisantes Insuffisantes 3
asbestiformeg
~Contenant des fibres asbestiformps  uffisantes Insuffisantes 1
Erionite Suffisantes Suffisantes 1
Fibres artificielles
vitreuses (MMVF)
Laine de verre Insuffisantes Suffisantes 2B
Filaments de verre Insuffisantes Insuffisantes 3
Laine de roche Limitées Limitées 2B
Laine de scorie$ Limitées Insuffisantes 2B
Fibres céramiques  Pas de données Suffisantes 2B

Table 12: Evaluation par I'lARC des données expérimentateshez 'hnomme du caractére

canceérigene des fibres [68]
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L’identification des pathologies associées a ungosition aux fibres d’amiante rend
préoccupant le potentiel cancérigéne des autressfitMais depuis 1989, de nombreux types
de fibres synthétiques ont été développés et ddpsigpremiéres études de I'lARC, de
nouvelles données expérimentales ont été obtenuesles potentiels mécanismes
cancérogenes de lamiante. La somme de donnéesriragpéles disponibles a
considérablement explosé depuis 1989 mais il repbitant de noter que ces études ont
permis de montrer que toutes les fibres, natur@iesynthétiques, sont capables d’induire
des effets pathogénes a condition de posséderinestales caractéristiques physico-
chimiques détaillées ci-dessous. Ces parametrasneninfluence sur la toxicocinétique et les

réponses cellulaires et moléculaires aux fibredad¢talynamie).

Parametres
_ ...Sur... Impact Paragraphe
influant....
la pénétration Toxicocinétique 2.2.1
Forme et dimension| la migration, épuration|  Toxicocinétique 2.2.2
la division cellulaire Toxicodynamique 2.3.2
Composition la réactivité de surface Toxicodynamique 2.3.1
chimique la dissolution Toxicocinétique 2.2.3

Table 13: Principales propriétés responsable de I'actidés fibres et leurs cibles.

(Tableau de synthese)

2.2. Toxicocinétique: pénétration, distribution, aption

Certains parametres physico-chimiques conditiohleepénétration et la persistance

des fibres d’amiante dans I'appareil respiratoiroeganisme.
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2.2.1. Pénétration, Dépdji7, 69, 72-73]

2.2.1.1. Pénétration par inhalation

Libérées dans I'atmospheére, les particules d’ategarestent en suspension dans l'air

suffisamment longtemps pour que le risque d'inl@hasoit important.

2 Importance de la taille et la forme des particules

La taille et la géométrie des fibres sont les ppacx facteurs qui déterminent la
pénétration de I'amiante et sa distribution dassees respiratoires.

Selon 'OMS, une fibre est définie par sa longuswpérieure a 5um (L), son diameétre
inférieur a 3um (D) et le rapport L/D >3.[7] La lgureur fut la premiére propriété associée au
potentiel cancérigene de I'amiante et des fibrestaison de leur forme fibreuse, des fibres de
plusieurs dizaines de micromeétres de longueur pgywenétrer dans les voies aériennes par
inhalation. Il n'en est pas de méme pour dautrestiqules, puisque les mécanismes
d’épuration ne permettent pas la pénétration.

Le diametre aérodynamique d’'une particule dans €at le diamétre d’'une particule
sphérique de densité théorique 1 dont la vitessielide chute dans I'air serait identique a
celle de la particule. Chez le rat, les fibres aengtre aérodynamique inférieur ou égal a 3
KM pénétrent jusqu'au poumon profond, méme siléagueur est comprise entre 100 et 200

um [72].

2 Dépot: sites preférentiels
Chez lI'animal, les fibres inhalées se déposent ds1soies respiratoires selon leur
taille : les plus grandes dans les voies aérieanpérieures, préférentiellement au niveau des

bifurcations bronchiques, les plus petites, quiveat passer par la trachée et les bronches,
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aux bifurcations des canaux alvéolaires; le dépatodaire atteint son maximum pour un
diamétre aérodynamique moyen d'environ 2 um [7R, 73
Chez I'nomme, le site préférentiel de dépdt seesétu niveau des bifurcations des plus

grandes voies respiratoires bronchiques [72].

2.2.1.2. Autres voies de pénétratiof69]

La pénétration des fibres par d'autres voies &gidiée chez I'animal. La migration
des fibres a travers la paroi gastro-intestinatepals été démontrée. Apres injection intra-
pleurale chez le rat, le chrysotile radiomarquéresbuvé dans le foie (22 %), le cceur, les
poumons, le diaphragme et les muscles thoracigdpees injection intra-péritonéale, la
migration des fibres chez le rat est inversemeopgntionnelle a leur longueur, elle est nulle
pour des fibres > 20 um. Injectées par voie infreaugse, les fibres migrent vers le foie et les
poumons ; le chrysotile passe la barriere placenti apparait dans le foie et le poumon du
foetus

Apres leur pénétration, les fibres d’amiante sastrithuées dans tout 'organisme.

2.2.2. Devenir des fibres inhalées : Distributiémigration, translocation),

Elimination[67-82]

2.2.2.1. Existence d’'une migration

Une partie des fibres déposées dans l'espace laikgova migrer vers d’autres

compartiments, comme les ganglions lymphatiques-tégionaux, la cavité pleurale, le tube
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digestif et le péritoine. Le compartiment principl@ stockage est le parenchyme pulmonaire
mais des taux élevés de fibres ont été trouvésldapigvre, les ganglions lymphatiques et les

reins. [67, 72, 73]

2.2.2.2. Mécanismes

Les voies de transport ne sont pas totalement idéles ; une fois déposées, les fibres

d'amiante sont partiellement éliminées du poumandpa mécanismes physiques (clairance

muco-ciliaire, alvéolaire, interstitielle ou lymgigue) et physicochimiques.

FIBRES EN
SUSPENSION

PERITOINE
1) Migration Inhalatior GANGLIONS
lymphatique trans- LYMPHATIQUES
diaphragmatique LOCO-
2|l REGIONAUX
lymphatique /7
intestinale ESPACE / _
ALVEOLAIRE Translocation

TUBE
DIGESTIF

CAVITE
PLEURALE

Translocation

Clairance muco-
ciliaire

Fig.33 Schéma synthétique de la toxicocinétique desdibfamiante
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< Clairance muco-ciliaire

La plupart des fibres déposées dans les régioolsémnabronchiques sont transportées
au larynx par le mouvement muco-ciliaire. Au nivéaanchique, les battements ciliaires et la
fluidité du mucus induisent I'épuration mécaniqes fibres vers le pharynx. Elles ont ensuite
avalées ou expectorées, tout comme celles dépasfes la région naso-pharyngée. Ce
mécanisme d’épuration est particulierement efficaoerr les fibres longues et de gros

diamétre qui se déposent essentiellement dan®ies respiratoires proximales. [74,75]

2 Phagocytose par les macrophages alvéolaires sptliion

Les fibres alvéolaires sont phagocytées par legaphages qui les transportent vers
les bronchioles, ou elles forment des foyers inffeatoires, vers I'épithélium cilié des
bronchioles terminales ou vers la plevre. En d#stmacrophages présents dans le tractus
respiratoire phagocytent les fibres qui sont seawathent internalisées dans les
phagolysosomes, totalement ou partiellement saldorigueur de la fibre. Du fait de la taille
des macrophages pulmonaires, la phagocytose agtatian sont moins importantes pour les
fibores de longueur > 10 um. Cependant, plusieursrophages peuvent fusionner pour
former des cellules géantes et phagocyter dessfidee grande longueur; dans ce cas, la
migration sera minimale. [69, 72,73]

L'acidité ambiante dans ces organites intracellalgpH des phagolysosomes=4,5)
induit la dissolution de certains minéraux comme nb@gnésium. Les différences de
composition chimique des fibres vont donc conditemleur vitesse de dissolution dans les

différents milieux biologiques. (Voir paragraph@.3)
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< Translocation

Les fibres peuvent aussi passer dans le milieerdtitiel, a travers les cellules
épithéliales alvéolaires, puis vers la périphéudmmnaire et vers des tissus éloignés. On
parle alors de translocation. Les fibres seraiamsportées vers la plévre et les ganglions par
des mécanismes directs, systémiques ou lymphatiqu@sles vaisseaux intercostaux et
diaphragmatiques. [76] On peut ainsi en retrouwsgye dans les reins et l'urine [69, 72, 73].

Bien que les particules déposées dans les pounooers €£n parties épurées vers des
structures lymphoides des bronches et vers lesligaadymphatiques du médiastin, il n’a
pas été mis en évidence d'excés de tumeur lympogte relation a une exposition a
I'amiante. [67]

La présence de fibre d’amiante dans la plevreéadémontrée. [77] L’hypothése la
plus vraisemblable est la migration des fibres léds vers la périphérie du poumon puis le
passage de celles-ci a travers la plevre viscérats I'espace pleural. Les études par
inhalation ou instillation intra-trachéale de fibdeamiante chez le rat déposées dans le
poumon profond ont montré leur migration vers lagiérie du poumon induisant des zones
sous-pleurale d'alvéolite avec afflux de macrophg@80]. Chez 'lhomme cette migration
pourrait expliquer la prédominance des Iésions siebijues en périphérie du poumon et les
manifestations pleurales. La fibrose pleurale esplus souvent localisée au niveau de la
plevre pariétale. Des études en microscopie élaicue ont montré la présence de fibres de
chrysotile et d’amphibole particulierement au nivede zones dites « points chauds » ou
« black spots » ; cette présence pourrait correigon I'accumulation de fibres, les plus
longues et les plus persistantes, au niveau des presystéme de drainage lymphatique,
faisant communiquer la cavité pleurale avec lesplyatiques sous-pleuraux de la pari

thoracique et du diaphragme [81]
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Les propriétés des fibres des chrysotile seratdet pouvoir expliquer et faciliter
leur migration pleurale (elles sont fragmentéslparmacrophages et dont leur dimension se
réduit), et Sébastien [82] a ainsi montré que met $rés souvent des fibres courtes de
chrysotile qui sont retrouvées dans la plévre. amphiboles, a l'inverse, gagnent rarement
cette localisation mésothéliale.

Plusieurs hypothéses sont envisagées pour expllgumcalisation péritonéale des
fibres inhalées, au décours de fortes expositibaspremiere est une contamination de la
cavité péritonéale par voie trans-intestinale parfibres inhalées et secondairement dégluties,
résistant a 'acidité gastrique. La deuxieme estraesfert de fibres par des lymphatiques
trans-diaphragmatiques dans la cavité péritonf&fe68, 81]

Le passage vers les reins implique un transporsifppar le sang sous forme de

particules libres ou phagocytées. [72-74]

Fig.34 Translocation des fibres d’amiantes vers la égplieéurale
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Fig. 36 :Translocation péritonéale des fibres d’amiante

2.2.3. Notion de biopersistandé7-68, 83-95]

La biopersistance peut se définir comme la duréerédention des fibres dans le
poumon. Cette notion dépend de plusieurs facteaursre la dimension, la solubilité dans les
milieux biologiques, la capacité a transformer tlaicture fibrillaire des fibres, ainsi que la

capacité d’épuration intrinséque de I'héte. [67], 68
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2.2.3.1. Données expérimentales

Plusieurs études [35] ont montré que les amphibpiésentent une biopersistance
supérieure a celle du chrysotile. Ceci s’explig@amment par la résistance supérieure a
'acidité des phagolysosomes. [83] Chez I'hommettecalifférence de durabilité dans
I'organisme, entre amphibole et chrysotile a étefiomé par des études biométrologiques.
[84] En effet, le comptage des fibres présentes darparenchyme pulmonaire de mineurs
québécois décédés, exposés au chrysotile, a malese concentrations constantes de
chrysotile, reflet de leur derniére exposition, dianque la concentration en trémolite,
amphibole contaminant en faible quantité le minednit proportionnelle a la durée
d’exposition. Les amphiboles s'accumulent donc dasspoumons plus que le chrysotile.
Quelques études de contenu pulmonaire apres arégbosition professionnelle indiquent
que la charge pulmonaire en amphiboles augmente lavdurée de I'exposition [86] ; une
élimination progressive des fibres du poumon avé&étrée avec la trémolite et le chrysotile
[87]. Cependant, des fibres, courtes et longuesclugsotile ont été trouvées dans le
parenchyme distal sous la plevre [86].

La biopersistance pulmonaire augmente rapidemesat & longueur des fibres (a
partir de 2-5 pm avec un maximum a 10 um) et léamdtre (a partir de 0,15 um, avec un
maximum a 0,5 um) [§5Les fibres d'amiante les plus longues trouvées dzs poumons
humains mesurent 360 um [73].

On admet actuellement que la demi-vie moyenne ithessfde crocidolite au niveau
pulmonaire chez le rat est de 301 jours si 10 %fibess inhalées ont une longueur > 5 um
[86] ; chez les primates, elle est de 1 530 joursedle de I'amosite de 540 jours [83]. La
demi-vie du chrysotile n'est pas quantifiable duda I'augmentation du nombre de fibres par

clivage [86, 88, 89].
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2.2.3.2. Explications : hypothéses cinétiques

< Solubilité et structure fibrillaire.

Les étudesn vitro ont montré les difféerences de solubilité des diifées variétés
d’amiante. Ainsi, le chrysotile, sous l'effet deadidité des phagolysosomes subit une
solubilisation de son magnésium. Le processus @il macrophagique aboutit a une
fragmentation du chrysotile en micro-fibrilles ctag plus facilement épurées. Une étude sur
le rat a montré que l'inoculation intra-pleuralefibe#es de chrysotile préalablement soumises
a un traitement acide entraine un taux de tumederggles moindre que dans le lot de rats
ayant été inoculés avec des fibres de chrysotite traitées. [90] Les fibres d’amphiboles
sont, par contre, totalement insolubles en milieidea Elles conservent donc apres leur
phagocytose macrophagique leur dimension init@Bd1]. Elles s’engainent secondairement
d’un revétement protidique riche en fer, formard datités appelées corps asbestosiques (cf.
paragraphe 2.3.) Chez le hamster et le cobaydibles d'amiante forment des corpuscules
jaunes similaires a ceux observés chez 'hommez lehrat, peu de fibres sont encapsulées et,

dans ce cas, la capsule est discontinue et forsgldbules presque transparents [73].

2 Capacité d’épuration du sujet et dimension desefib

Outre son efficacité intrinseque qui peut variefos les sujets (par exemple le
tabagisme altére le fonctionnement des celluleégesi| de la muqueuse bronchique), le
mécanisme d’épuration muco-ciliaire est particeleent efficace pour les fibres longues et
de gros diametre. D’autre part, la phagocytosdgsmacrophages, elle, conditionnée par la
nécessité que la fibre soit de taille inférieucele des macrophages. Cependant, plus dans le
cas du chrysotile que dans celui des amphibolespaalifications physiques de la fibre elle-

méme peuvent intervenir pour faciliter la clairandées fibres de chrysotile se clivent
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longitudinalement en fibrilles de diameétre infériequi sont susceptibles de se fracturer et
d'étre raccourcies donc phagocytées ; les amplsi@esont pas clivées dans le poumon du
rat. Ce processus est probablement accompagné diéaaions chimiques de la fibre [92].
De plus, les mécanismes de migration a lintéridur tissu pulmonaire peuvent étre

responsables de la cassure et de la désintégpatitialle des fibres dans le poumon [93]

2.2.3.3. Intéréts de cette notion

La géométrie des fibres, leur dimension, leur cositppn chimique, leur réactivité de
surface (cf. ci-dessous), et leur biopersistareabdéent donc avoir une influence sur les
mécanismes de fibrose et cancérogenese liés bresfiLa « persévérance » des réponses
inflammatoires et prolifératives observées pardtigm intra-péritonéale de fibres, dépend de
la biopersistance des fibres dans ce tissu-cilflé] Pans cette étude, [Iinjection intra-
peritonéale de fibres de wollastonite induisadpidement une réponse inflammatoire et
proliférative durant 21 jours et seulement 2% defid®es subsistait aprés 6 mois. A l'inverse
le nombre de fibres persistantes dans le tisswait'@as diminué 6 mois aprés l'injection de
fibres de crocidolite. Ces résultats mettent eatiah la réponse inflammatoire et proliférative
des cellules mésothéliales avec le nombre et laigtance des fibres dans le tissu. lls
supportent I'hypothese que les fibres biopersismntausent une inflammation et une
prolifération des cellules mésothéliales chroniques

Pourtant aucune relation quantitative entre biogensce et pouvoir tumorigene chez
I'animal n’a été clairement établie, mais la bigistance supérieure des amphiboles pourrait
rendre compte de son pouvoir cancérigene plus i@apbor Ainsi, le risque accru de
meésothéliome, chez les sujets exposés aux ampbjleleermis d’émettre I'hypothése d’un

potentiel cancérigene proportionnel a cette biogensce, au moins pour la plévre.
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L’importance relative de la biopersistance deseBbd’amiante semble moins claire dans la
genese du cancer broncho-pulmonaire.

Cette notion de biopersistance est malgré tout utii essentiel d’évaluation de la
toxicité des fibres de tout type. En effet, parce ¢tp réglementation porte sur le nombre de
fibre, alors que le risque est connu pour étrealig fibres longues, non seulement la dose
devraient toujours étre exprimé en nombre de ##bneon en masse, mais la distribution des
dimensions de ces fibres (longueur et diametrejaite@tre précisée. Les tests de toxicité a
court terme peuvent en effet conduire a de fawsttifm dans le cas de longues fibres non-
biopersistantes, parce que, bien que susceptitdesiddes effetdn vitro, ils ne persistent
pas suffisamment dans le tractus respiratoire s& daffisante pour pouvoir manifester leurs
effetsin vivo. [95]

La biopersistance des fibres est donc un facteér quli doit étre connu dans

I'interprétation des tests a court terme pour peeldi pathogénicité des fibres.

2.3. Les dommages a I’ADN : 'amiante est un init&ur

Le développement d’'un cancer est le résultat ghacessus multifactoriel mettant en
jeu une succession d’événements et conduisant eapulifération cellulaire anormale.
L’amiante est un cancérogene complet, se comporanime uninitiateur (molécule
capable de transformer une cellule en induisant mogtion a l'origine d'une altération
irréversible du génome cellulaire, transmise aelutes filles) mais aussi comme un
promoteur (permettant I'expression du géene altéré et laifgration des cellules anormales).
Ces mécanismegénétiques et épigénétiques conduisent a l'acquisition de propriétés
particulieres, lesquelles conditionnent le dévedpent tumoral. Parmi ces propriétés, citons

la capacité angiogénique, I'autosuffisance en tedmeignaux de survie, I'insensibilité aux
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signaux inhibiteurs de croissance, la résistantapaptose, I'échappement a la sénescence

réplicative, et l'instabilité génétique.

2.3.1. Les agent oxydants : inflammation, radickiopes et NO

Des études semblent montrer que les fibres d’amiamtluisent la générations
d’espéeces radicalaires responsables de I'oxydaiame la nitrosylation des protéines et de
I’ADN des cellules. [193-200]

2.3.1.1. Inflammation et radicaux libres dérivés déoxygene

L’amiante génere des especes actives deérivéesorggéne (EADO ou ROS pour
Reactive Oxygen Species) par au moins deux meécanisbe premier met en jeu le contenu
des fibres en fer, augmentant la libération deceadi OH° par des réactions catalysées par le
fer. Le second mécanisnmet en oeuvre la libération de ROS a traversiVaton de

cellules inflammatoires pulmonaires telles quenieerophages alvéolaire et les neutrophiles.

2 Reéactivité de surface des fibres et radicaux dilokerivés de 'oxygene ROS.

C’est essentiellement par leur capacité a prodipantanémentdes espéces actives
dérivées de I'oxygene dans les systemes acellslgue les propriétés de surface des fibres
sont apparues comme un parameétre a prendre erdémtgin dans le mécanisme d’action

des fibres d’amiante. [96]

Le role du fer a été particulierement mis en cadaes cette capacité a libérer

spontanément des radicaux libres. En effet la temaufer dans la structure cristalline des
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différentes variétés de fibres est variable (tdldle Par exemple, elle avoisine les 27 % dans
les amphiboles, alors que les serpentines (chigsoten contiennent que 1-6% [97]. De plus
la capacité des chélateurs du fer (comme la dédenme) a diminuer la toxicité cellulaire des

fibres dans les étud@s vitro suggerent I'importance du role joué par le f€8,99]

Amiante Composition
Serpentine
Chrysotile 3MgO0,2Si02,2H20
Amphibole
Actinolite 2Ca0,4Mg0,Fe0,8Si£LH.0O
Amosite 11Fe0O,3Mg0,16Sig2H,0O
Anthophyllite 7MgO0,8SiQ,H,0
Crocidolite NaQ,,Fe03,3Fe0,8SiQH.0
Trémolite 2Ca0,5Mg0,8Si@QH,0

Table 14 Composition des principales variétés d’amiantg[97

Toutefois la seule présence de fer n'est pas undition indispensable a leur effet
canceérigene : trois situations différentes peuetnat observéees [99]
-le fer entre dans la composition de la fibre mafe: c’est le cas pour les
amphiboles dont la toxicité est supérieure ausitrie [100]
- le Fé* peut se substituer au Ffgdu Chrysotile notamment du fait de la
présence de minéraux contenant du fer a proximitghdysotile [101]

- le fer peut aussi étre présent comme impuretdidiees minérales.
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Ces deux dernieres possibilités expliquent le pwouvaancérigene des fibres
inorganiques naturelles (chrysotile, érionite) gatkétiques (céramiques réfractaires) qui en
sont normalement dépourvues.

Les principaux dérivés impliqués dans la pathogemes maladies en relation avec
une exposition a I'amiante sont les radicaux hygl@xOH® et superoxyde O, le peroxyde
d’hydrogéne HO, et le monoxyde d’azote NO°.[102-107] L’anion wzalaire superoxyde
0O,° formé dans une réaction mono-électronique arpdet!’oxygene est relativement peu
réactif et possede une assez longue demi-vie ag#ull subit une dégradation (dismutation)
non enzymatique ou enzymatique (catalysée parsupsroxydes dismutases) ep(H Le
peroxyde d’hydrogéne, moins réactif que°Opeut étre dégrade, en libérant de I'eau, mais
peut aussi exercer un effet toxique indirectementégissant avec d’autres molécules pour
libérer des radicaux hydroxyles OH°. Ces radicalkx’ @euvent étre formés a partir du
superoxyde ou du peroxyde d’hydrogéne par la @aae Haber-Weiss (Equation 1) ou a
partir du peroxyde d’hydrogéne dans la réactidalgsée par les cations divalents {fjelite
réaction de Fenton.(Equation 2)

O," + H,0, =Fe— HO + HO" + O (1)

Fe* + H0, > FE"+ OH + OH®  (2)

FE' + 0" = Fé' + O, (3)
g Genése de ROS a la surf
Oz g ” Oz des fibres d’amiante
(3
1
e |
Fe*
H20,
\ 4 (2)
OH?°
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La réactivité de ce radical hydroxyle est trés ingoate, et ce composé possede donc
une durée de vie breve. Il réagit immeédiatementc des macromolécules situées a sa
proximité (les fibres peuvent adsorber les pra&®ines phospholipides membranaires et
I’ADN et ainsi, ces macromolécules biologiques diégrsvironnement proche des fibres, sont
la cible idéale des métabolites oxydants libérEs0]).

Du fait de la présence de fer dans la structurefithess d’amiante, la réaction de
Fenton est probablement une étape du développatasmathologies liées a I'amiante. [102-
109]

D’autres dérivés, plus stables peuvent égalemefdreger du fait de I'agression des
acides gras insaturés membranaires par un ratlmal. Toutefois linhibition de ce
mécanisme ne fait pas disparaitre la cytotoxicithiite par les fibres d’amiantes, suggérant
que cette peroxydation des lipides ne suffit padié seule a expliquer cette cytotoxicité.
[111]

Restent des questions sur le role du fer danbdadiion de radicaux libres. Il n’existe
aucune certitude sur la forme « active » du ferriffae et/ou ferreuse). De méme on ne
dispose d’aucune certitude si les chélateurs dpderraient réduire les effets catalytiques des
fibres d’amiante en séquestrant le fer a la sartis impuretés et/ou dans la structure méme
des fibres. D’autres métaux présents dans lessfiliamiante pourraient aussi jouer un réle
catalytique important expliquant les propriétésiqoes des fibres d’amiante. De plus des
chélateurs tels que la déferoxamine et I'acide igbgt qui ne laissent au fer aucun site de
coordination disponible (stoechiométrie des vatshcpour HO, sont des inhibiteurs
efficaces, alors que les chélateurs qui laissest ldgson de valence possible, tels que
'EDTA, semblent favoriser la libération de radigahydroxyle. [107,112-115] Enfin les

effets protecteurs de ces chélateurs sont dimimugivo, suggérant soit une dégradation des
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chélateurs soit un flux dynamique entre le ferest chélateurs ('un au l'autre diffusant, les

equilibres de chélation sont déplacés en permargriiterent progressivement le fer).

< Cellules inflammatoires et radicaux libres

Les hautes concentrations de fibres peuvent dénérgr spontanément des espéces
réactives derivées de I'oxygene dans les systenahilaires. Cependant, cette libération de
ROS semble variable dans les études utilisant idessfa concentrations proches de celles
retrouvées habituellement chez les individus. lpalt des études ont cependant montré une

libération de ROS par lellules inflammatoiresen réponse aux fibres d’amiante. [107]

Le dépdt de fibres dans le poumon s’accompagneedpimagocytose et dune
activation de la réponse inflammatoire. La phagoegtest vraisemblablement une des étapes
importantes dans la génotoxicité des fibres. Ilté& @bservé que les protéines sériques
s’adsorbaient sur les fibres [116] et qu’elleslfaient ainsi les interactions des fibres avec la
membrane plasmique des cellules inflammatoiresmangant ainsi la toxicité [117] et la
réponse cellulaire aux fibres (production du radguperoxyde par les macrophages) [118-
119].

Boylan et al. ont montré que l'interactientre la vitronectinega I'intégrine «vss
jouait un réle dans l'internalisation de fibre deaidolite par les cellules mésothéliales
pleurales de lapin. [120] Une équipe américainguantifié le phénomeéne de phagocytose en
comptant le nombre de fibres intracellulaires.olid pu montrer que les fibres de crocidolite
enveloppées de vitronectine (VN) faisaient I'olggine phagocytose plus importante par une
interaction de la vitronectine avec des intégrinemtéines membranaires des cellules

phagocytaires. Comme le montrent les données du tableau ci-destoymhagocytose des
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fibres enveloppées de vitronectine est plus imptetaen comparaison des fibres non
enveloppées. Le blocage de la polymérisation detitie avec la cytochalasine W §/ml)

diminue linternalisation des fibres dans les dely confirmant la mise en ceuvre d'un
processus de phagocytose. Enfin, le blocage cotifipééis intégrines par des peptides
contenant du RGD (0,2 mg/ml) provoque la encore diminution de la phagocytose des
fibres tapissées de vitronectine (et non pas cellesi’en sont pas pourvues), confirmant la

mise en jeu d’une interaction entre ces protéiiex]

Phagocytose% de cellules | Fibres non enveloppées  Fibres enveloppées de
renfermant plus de 4 fibres de vitronectine vitronectine

Sans inhibiteur 43+/- 5 /64+%

En présence de cytochalasine \@ w
(5pg/ml)

En présence de RGD-peptides 46+/- 4
0,1mg /ml A5+/- 5
0,2 mg/ml

Table 15 Phagocytose des fibres de crocidolite[121]

L’'oxydation intracellulaire des cellules mésothiglgaest provoquée par l'incubation
des cellules en présence de fibres enveloppéebudiaie (témoin- BSA: Bovin Serum
Albumin) et de fibres tapissées de vitronectine \\Hlle est plus importante avec les fibres —
VT qu’avec les fibres—BSA. (Figure 37A). La cytatdsine inhibe I'oxydation intracellulaire
de toutes les cellules, quelques soient les fiffagire 37B) Ainsi, un lien est établi entre la
phagocytose et I'oxydation intracellulaire. De méroa lien est établi entre exposition
cellulaire aux fibres, phagocytose et lésion deDM des cellules. (Figure 38) En somme,
cette étude montre que la phagocytose des fibresires étape importante et peut étre
nécessaire a l'apparition de un stress oxydatif|éd@n de I'ADN et de l'apoptose des

cellules mésothéliales. [121]
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100 -
* %
Intracellular
Oxidation
(% of cells
with
fluorescence
shift)
No BSA VN BSA VN
crocidolite Crocidolite Glass beads
A coated with: coated with:

B Fibers only

80 - * Bl Fibers + cytochalasin
Intracellular 60+
Oxidation
(% of cells

with
fluorescence

shift)

Mo VN
Protein
B Crocidolite coated with:

Fig.37 Oxydation intracellulaire des cellules mésotiésiaen présence de fibres d
crocidolite [121]

VN : Vitronectine ; BSA : Albuming
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B Noblocker

£l + cytochalasin
100 -

Double-stranded 75

DNA after
unwinding
50
(% of total
double-stranded
DMNA) 25 .-
0-
Nﬂ - BSA VN
Crocidolite :
A Crocidolite coated with:
100- O Noblocker
e B+ cytochalasin
B + RGE
- B +RGD
Double-stranded 757
DMA after
unwinding
(% of total 50
double-stranded
DMA)
25+
(1]
No BSA VN Hy04
Crocidolite |
B Crocidolite coated with:

Fig. 38: Phagocytose et Iésions a ’ADN (cassures sismpleloubles brins).
%d’ADN double brin [121]

No crocidolite : sans exposition aux fibres (témp@rocidolite enveloppée de BSA ou de vitronecti
VT ; RGD inhibiteur d'intégrines ; RGE témoin d'iitition des intégrines ; cytochalasine : inhibitelerla
phagocytose ; No blocker : pas d’inhibiteur

A :* significativement différent des cellules nerposées aux fibres de crocidolite; ** différeesd
cellules exposées aux fibres non enveloppéessignificativement différent par rapport aux celkiexposées
aux fibres avec la méme protéines mais sans iehib{tP< 0,05)
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Globalement, les interactions aboutiraient a urivatton de la voie de signalisation
de la Protéine Kinase C (PKC) et de I'lnositol phiwate (voie des phospholipases C),
conduisant a l'activation de la Nicotinamide Adénes Dinucléotide Phosphate (NADPH)

oxydase.

La famille des protéines kinase C regroupe un geadipnzymes dont les substrats
joueraient un role clé dans la régulation des ané&mes cellulaires de la pathogenese des
pathologies prolifératives et 'amiante activeraite cascade de signalisation cellulaire a
travers l'activation de PKC. Une étude utilisantmadele murin d’inflammation et de fibrose
induite par l'inhalation d’amiante, évalue l'immuéactivité¢ des PKC-delta et de son
substrat, la phospho-adducine (p-adducine) dansalkges de poumon. Les PKC-delta et la
p-adducine sont essentiellement exprimées dartelieses épithéliales de type Il alvéolaires
(ATII) et bronchiolaires et leur expression esgrmentée dans ces cellules apres inhalation
de fibres d’amiante.

L’accroissement fut observé dans le noyau et aunémbrane des cellules. Cette
étude montre que l'activation des PKC-delta dassckdlules pulmonaires pourrait étre une

conséquence de l'inhalation de fibres et pouatad liee a I'apparition de pathologies. [121]

Les cellules inflammatoires ainsi activées libéient alors des espéces réactives
dérivées de l'oxygéne. [122-125] D’autre partplaagocytose elle-méme est un processus
générateur d’EADO : le phagolysosome macrophagidudait de I'acidité ambiante et de la
présence de #D, réunit toutes les conditions nécessaires a ladtom du radical hydroxyl

OH° selon la réaction de Fenton :
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g+ H;,(\)2 +/u+ > Fe' + H,0 + OH°

[Fibres] [ Phagolysosome]

Ainsi, on pourrait expliquer que les fibres leuuspllongues, pour lesquelles la
phagocytose est la plus difficile libéreraient philes radicaux libres et seraient donc plus

toxiques que les fibres courtes [35]

La libération locale d’EADO par les fibres et leslules interagissant avec ces fibres
joue également un role dans le développement déplanse inflammatoire chronique. Or,
cette réaction inflammatoire, qui s’accompagnealprbduction de facteurs de prolifération
cellulaire, est elle-méme aussi un autre éléménérateur d’EADO. Ces molécules peuvent,
de plus, agir a distance par I'intermédiaire dediacs plus stables (dérivés de la peroxydation
lipidiques par exemple) [96] Dans ce cadre, il ieséressant de noter que les cellules
meésothéliales produisenn vitro des facteurs cassants stables et que les anomalies
chromosomiques ne sont observées dans des lympkoecytvitro qu'en présence de

monocytes, générateurs primaires d’'EADO et auspeees clastogenes. [126]

2 Méthodes expérimentales de mesure des radicaes littrivés de 'oxygeéne et limites

Les principales méthodes utilisées pur mettreviaieace la libération des EADO par

I'amiante sont basées sur la formation de déritedsles, tels que le 5,5 diméthyl-1-pyrroline-
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Fibre d’'amiante

A\ 4
Corps asbestosiques
(adsorption de
protéines riches en

fer)
Réaction de Fenton Phagocytose mono-
spontanément macrophagique
(catalysée par le fer) (interaction avec les lipides
Réaction non membranaires favorisée f
enzymatique adsorption des protéines)
\ v v
@ Dans le Voie de la PKC et
phagolysosome de I'inositol

phosphate

\ 4

Libération de ——
ROS (EADO) Activation NADPH

Oxydase cellulaire

A 4

A

A

Réaction

GENOTOXICITE inflammatoire

Fig. 39: Production des Espéces Actives Dérivées de fBrg (schéma synthétique)
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N-oxyde (DMPO), ou bien la détection de produits proxydation lipidique de I'acide
thiobarbiturique, basées sur la chimioluminesceacec le luminol ou la luciférine. La
méthode du DMPO a montré que I'amiante induit b&dation de radicaux hydroxyles dans
les cellules inflammatoires [106, 128-129] maide@héthode ne permet pas de détecter les
radicaux libres dans les cellules mésothéliales dies exposées a l'amiante. [127]
L’amiante provoque des réactions de lipopéroxydatians les cellules inflammatoires [128-
129] qui peuvent étre mise en évidence dans lewifiQtes qui suivent I'exposition. [130] II
faut cependant noter que les produits de peroxyaldipidiques constituent des produits
finaux de nombreuses réactions dans la cellulduirenol et la luciférine, qui sont utilisés
dans des essais de chimioluminescence, permetedétécter un grand nombre de dérivés
oxygénes, raison pour laquelle cette méthode past spécifique de la libération de radicaux
libres. [131] Les fibres d’amiante provoquent uorasssement rapide de la luminescence des
macrophages et des leucocytes alvéolaires hunraais, pas dans les cellules mésothéliales.
[132-136]

Selon Kinnula, si la génération de ROS n’est pdsatigble dans ces cellules-cibles,
deux hypotheses sont a prendre en compte :

-soit 'amiante ne provoque aucune libération @SRlans ces cellules
-soit les ROS sont libérées mais non détectabéegrop rapidement consom-

més par les anti-oxydants intracellulaires. Enteféess fibres d’amiante liberent des espéeces
radicalaires azotées qui ne peuvent étre misesvidente par aucune méthode, lesquelles
mesurent tous les métabolites du superoxyde eethxpde d’hydrogene. Ceci laisse penser
que la libération de tous les radicaux libres esbablement sous-estimée. [97]

Une méthode utilise la dichlorofluorescéine-diatg&t (DCFH-DA), composé qui

diffuse librement et qui, par des réactions oxyaeidiverses dans la cellule, libére un dérivé
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fluorescent. Cette méthode est capable de mettéviedence une légere augmentation de la
libération de ROS dans les cellules mésothéliatpesees aux fibres d’amiante. [137]

La mesure directe des processus cellulaires csaduia la libération d’Especes
Actives Dérivées de I'Oxygene (EADO ou ROS) esfidig, et les méthodes ne sont pas
spécifiques. Ainsi, les réactions impliquant les RR@ans les cellules exposés aux fibres

d’amiante sont relativement peu connues

2.3.1.2. Rb6les du NO et des NOS

Comme revues ci-dessous, des études ont recenmmoetite que les fibres d’amiante
pouvaient aussi générer des RNS, Especes radesalarotées, telles que le monoxyde
d’azote NO° et le péroxynitrite °ONOO. Bien que disinées conflictuelles aient pu étre
apportées par ces études, la majorité d’entre sliggerent que le monoxyde d’azote jouerait
un role dommageable dans le développement des |pgi® liées a une exposition a

'amiante.

< La production de NO

Le monoxyde d'azote est une espéce moléculairécalaite de signalisation

intracellulaire. 1l est libérée par la réactiondeissous, catalysée par une famille d’enzymes

cytoplasmiques, les NO Synthases (NOS)

L-Arginine+ 2Q + 2NADPH"95,| -citruline +"NO + 2 H,0 +2NADP

On distingue parmi cette famille d’enzyme plussgeisoformes:
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- la NOS neuronale (nNOs ou NOS1), présente datissie nerveux, et la NOS Endothéliale
(eNOS ou NOS 3), présente dans I'endothélium vaseulsont deux isoformes constitutives
et calcium/calmoduline dépendantes. Ces formedtitatinges liberent le NO a un faible taux

basal et sont impliqguées dans la vasodilatatida e¢urotransmission.

- une troisieme izo-enzyme est induite par desutimariés, tels que le lipopolysaccahride
LPS des parois bactériennes, l'interféfgnet diverses cytokines. Cette forme inductible
(INOS ou NOS 2) est étroitement liée a la calmaduliet est active pour de faibles taux
intracytoplasmiques en calcium. Elle est capabldittirer de grandes quantités de NO en

relation avec une large variété de réponses bigleg. [138-140]

Ces enzymes ont été mises en évidence dans de ewmitypes cellulaires
pulmonaires. Dans des conditions basales, eNOS aeftouvée dans les macrophages
alvéolaires, les pneumocytes Il et les cellulesodmiales pulmonaires. NNOS est présente
dans les neurones, mais pas dans les macrophades oeumocytes Il . Enfin, iNOs n’est
pas présente dans les macrophages et les pneusaoytestimulés, mais divers facteurs ont
été capables d’induire I'expression de cette isnéordans les macrophages alvéolaire, les
pneumocytes ll, les fibroblastes, les cellules rulsmies des vaisseaux pulmonaires et les

neutrophiles.

2 Actions du NO : « le yin et le yang »

Bien que le NO soit un radical libre, il est telament peu réactif. En effet, la
littérature est abondante pour suggérer une acpimiectrice contre les lésions et
linflammation. Wink et ses collaborateurs évoqudes propriétés anti-oxydantes. [142] De
nombreuses études ont rapporté que le NO pouvgirrévec des intermédiaires radicalaires

(peroxydes et autres), mettant ainsi fin a de pyapan de la chaine de réactions radicalaires
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des lipides, et finalement, inhibant les réactidas lipopéroxydation. [143-146] D’autre part
le monoxyde d’azote est capable d’'inhiber la prtidncde lI'anion superoxyde par les
neutrophiles en inhibant le NADPH Oxydase. [147] jidas, le NO diminue le recrutement
des neutrophiles en diminuant leur capacité a g@rdér et donc a se déplacer, en diminuant
la production de facteurs d’adhésions a I'endotiméliet en diminuant la production

d’interleukine 8 par les cellules épithéliales.

Cependant, le NO posséde malgré tout une faibleivité et peut se combiner avec le
superoxyde pour former un métabolite, le peroxitrittONOO.[144] Cette réaction du NO
avec le superoxyde est irréversible. Le peroxiyeaiest potentiellement oxydant et ses cibles
sont nombreuses.[141] Il initie les réactions deogydation des lipides, oxyde les fonctions
thiols plus facilement que H202, il réagit avecdésidus OH des tyrosines pour former des
nitrotyrosines. Ces lésions oxydantes résultant pgwoxynitrite ont été relié a une
augmentation des réaction de lipoperoxydation, massi de Iésion a ’ADN, a l'inactivation
de protéines et d’enzymes et a une prolifératimorue (et donc une promotion des tumeurs)
[146,148,149] De plus le NO semble avoir une actmo-inflammatoire en renforcant
l'activation du NF«B, facteur de transcription de nombreuses cytokieeshemokines
inflammatoires et facteurs de croissance. [150,E51f]n, les NOS sembleraient stimuler la
production de prostaglanding EGE2, par les macrophages alvéolaires et les fastdsin

vitro. [152]

De ce paragraphe, il semble clair que le NO etRBKS ont été a la fois montrés
comme ayant des actions oxydante/ inflammatoighrdageable et anti-oxydante/anti-

inflammatoire/ protectrice. Il est donc importatdpporter des réponses a ce débat.
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< Exposition a I'amiante et production de RNS
© Données expérimentalasvitro

In vitro, Thomas et ses coll. rapportent que I'expositiemtacrophages alvéolaires de
rats a des fibres d’amiantes (10ug/ml) conduit & élévation significative de la libération de
NO mesurée 48h aprés I'exposition. [153] Dans cgttide, les fibres de chrysotile avaient un
pouvoir de stimulation supérieur aux crocidolitdsa production de NO° induite par
expositionin vitro au chrysotile est aussi rapportée par Iguchinmprtre que les amphiboles
testées (crocidolite et amosite) sont inactives ddse de 150ug/ml. [154] Toujoursvitro,
I'exposition pendant 24h de macrophages alvéolaieegts ou de macrophages péritonéaux
de souris a la dose de 10ug/ml conduit a l'inductite 'isoforme inductible des NOS,
manifestée par une activation du promoteur du géaant pour iINOS et une augmentation
de son ARNm [155] Le traitement d’'une lignée de rophages alvéolaires de souris avec
25ug/cm2 de crocidolite accroit I'activité NOS at production de NO a la 994 heure
d’exposition. [156] Les fibres de crocidolite (6ragf pendant 24h) augmentent aussi les
taux d’ARN messagers (ARNm) des iINOS et donc lalpetion de NO° par les pneumocytes
de type Il (A549) [157] Le traitement de ces ceklpar un inhibiteur des iINOS,
I'aminoguanidine, non seulement décroit la produrctie NO, mais aussi la formation de 8-
hydroxydéoxyguanidine 80HdG, suggérant un lienestitrération de NO et dommages a
'ADN dans les cellules exposées a l'amiante. Mvkrse, I'exposition de cellules
mésothéliales de la plévre pariétale de rat a Bamei (crocidolite et chrysotile), n'a pas
permis de mettre en évidence une induction dédé&dtion de NO, mais, lorsque le milieu de
culture était enrichi en interleukine 1, (I3)1cette induction était observée, conduisant a une
augmentation des taux d’ARNmM codant pour iINOS d’'pae et de la production de NO°

d’autre part. [158]
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® Données expérimentalasvivo

Des instillation intra-trachéales d’amiante cheralis ont montré un accroissement de
I'activité des NOS du tissu pulmonaire dans lehid8res suivant I'exposition. [154] Pour des
quantités identiques, le chrysotile montrait unévaé inductrice supérieure a I'amosite.
Dorger rapporte, 24h aprés linstillation intracingale de crocidolite (2mg/kg) chez des
souris, l'induction des ARNm codant pour les iING&hsl le tissu pulmonaire associée a une
augmentation de l'activité iINOS (technique immumsbbchimique) et des résidus nitro-
tyrosines dans les cellules épithéliales bronchéeadhires.[160] Des résultats similaires ont
éte rapportés 24 heures apres l'instillation ittaahéale de crocidolite (5mg/kg) chez le rat,
avec d’'une part une augmentation de la teneur etgipes enzymatiques iNOS et de leur
ARNmM dans le tissu pulmonaire, et d’autre part tatation entre l'induction des iNOS et les
résidus nitro-tyrosines dans les macrophages aliéoles cellules épithéliales alvéolaires et
dans I'endothélium vasculaire. [161] L’inductiore th libération de NO° est aussi observée
apres exposition de rats par inhalation. Une exijpospendant 3 jours a raison de 6h/j a une
atmospheére contenant de I'amiante (7-10mg/m3) domuhe libération plus que doublée de
NO° par les macrophages alvéolaires. [155] Cettedymtion de NO° est corrélée,
temporairement, a linflammation pulmonaire induitenesurée par [linfiltration des
neutrophiles. Une semaine aprés I'exposition phalation de rats a des fibres de chrysotile
ou de crocidolite (7-8mg/m3, 6h/j, 5j), I'expresside la protéine INOS est augmentée dans
les macrophages alvéolaires conduisant a une piodwte NO° deux a trois fois supérieure
au niveau basal. La quantité accrue de nitrotyeosians les macrophages alvéolaires, les
cellules épithéliales bronchiolaires et des biftioces alvéolaires montrent que ce
renforcement de la production de NO° a pour cormécgl une formation intense de

peroxynitrite et ainsi la formation de Iésions.216
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© Influence du NO sur la réponse pulmonaire a |'at@a

Ces études apportent la preuve que I'expositionfiaues d’amiante conduit, a la fois
in vitro etin vivo, a une induction de la production de NO par lesrofzhages alvéolaires et
les cellules épithéliales alvéolaires. Dans cest&@ias une relation a pu étre établie entre le
potentiel inducteur des différentes formes d’angavis-a-vis de la libération de NO et leur
potentiel & provoquer des lésions pulmonaires.][D@&hs d’'autres cas, une relation entre la
production de NO et inflammation pulmonaire a pe @btée. De plus, la présence de résidus
nitro-tyrosine induits par I'amiante semble étreingicateur du réle du NO et des RNS dans
le développement des Iésions pulmonaires. [160-B&2$ récemment, Dorger a établi une
corrélation plus étroite entre d’'une part la prasucde NO et d’autre part I'inflammation et
les Iésions induites par I'amiante. [161] Cettedétaomparait la réaction pulmonaire aigué de
rats et d’hamsters a linstillation intra-trachédle crocidolite (5mg/kg). Cette comparaison
rat/hamster s’explique par le fait que les macrgpkaalvéolaires de rats expriment des
formes induites INOS en réponse a divers stifliS, interférony, TNF a), alors que les
macrophages alvéolaires de hamster ne I'exprimast [163-165] Vingt quatre heures apres
I'instillation intra-trachéale de crocidolite, leatr présente les indications suivantes de

I'induction de la production de NO :

a- une augmentation de la quantité d’ARNm codantr pdNOS dans le tissu

pulmonaire, mesurée par northern blot.

b- une augmentation de la protéine INOS mesuréa/gsiern blot.

c- une accumulation de résidus nitrotyrosines di@sscoupes pulmonaires.

A linverse, les tissus pulmonaires d’hamsters e@@sone montraient pas ces modifications.

Parallelement, avec cette induction de NO, les mmsnde rats montrent des signes
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d’infiltration de neutrophiles, d’cedéeme, de domnsagex parois vasculaires et aériennes, et
d’activation des myelopéroxidases MPO dans le tgsimonaire, alors que les tissus de
hamsters révelent des signes inflammatoires egsierls moins prononcés en réponse a
'amiante. Ces indications sont renforcées par désultats histopathologiques, ou

I’'hémorragie, les cellules inflammatoires alvédaiet I'épaisseur de la paroi alvéolaire sont

modifiés plus dramatiquement dans les poumonstdetee de hamsters.

Espece Induction de la INOS Réponse pulmonaire
RAT TARNM pour iINOS (tissu pulmonaire) |Echanges gazeux - 53%
Tprotéine iINOS T1Edeme +32%
1 résidus de dégradation INOS tNeutrophiles +278%
1 résidus nitrotyrosines tProtéines et MPO  +857%
HAMSTER Aucune preuve significative  dgEchanges gazeux - 23%
linduction de INOS  (protéine,
messages, produits) TEdéme +1%
tNeutrophiles +0 %
tProtéines et MPO +50%

Table 15: Induction de la iINOS dans les poumons chezdegeurs exposés a I'amiante, et

conséguences biologiques [152]

O Conclusion

Il est aussi recemment admis, par des étudesro etin vivo, que I'amiante induit la
synthese de la protéine enzymatique INOS et laymtomh de NO par les macrophages
alvéolaires et les cellules épithéliales. Pourtantj’'un c6té des preuves suggerent que les
RNS jouent un réle important dans les lésions a@goéuites par 'amiante, probablement par
des réactions de nitrosylation cellulaire dépenelalt peroxynitrite, d’un autre coété d’autres
preuves montrent aussi un réle protecteur du NQredhnflammation aigué en réponse a

'amiante. Ceci évoque une notion complexe d’ébu#li qui nécessite de plus amples
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recherches. Selon Castranova, c’est le rappai & et peroxynitrite qui importerait, c'est-
a-dire que NO exprimerait des effets protectelmasddes conditions ou la teneur en
superoxyde ©° est faible alors qu’il serait source de dommagepeesence de quantités

importantes de £°. [168]

; Effets
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Fig. 40: Réle du Monoxyde d’azote et des RNS (synthese)
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Fig.41: Voies de libération des radicaux libres (synghes
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2.3.1.3. Lésions cellulaires et moléculaires

Les tumeurs peuvent se développer a partir delegllporteuses de mutations ou
modifications permanentes du génome mettant typigué en jeu des proto-oncogenes et des
genes suppresseurs de tumeurs qui régulent le cgtildaire. La génotoxicité est ainsi un
evénement clef de la transformation néoplasiquéte@gnotoxicité est le fruit de I'action
d’agents toxiques sur I'ADN, soit directement soit part témmédiaire de produits
métaboliques.

Les especes radicalaires dérivées de I'oxygenadetmment HO®), et de l'azote
(particulierement °ONOO), peuvent altérer les sitascléophiles des macromolécules
biologiques, induisant ainsi des dysfonctionnemen#&lulaires, des phénomenes de

cytotoxicité et de possibles transformations magyf107,112,115]

2 Les especes radicalaires et leurs cibles cealadai

Toutes les cellules du parenchyme pulmonaire (opdages alvéolaires, cellules
épithéliales, cellules mésothéliales, cellules #mél@les, fibroblastes) sont sensibles aux
effets toxiques de I'amiante. [107,112, 114, 169]

Il est important de reconnaitre que la destructissulaire induite par I'amiante
(cytotoxicité) peut aussi étre causée par des n@oas indépendants des ROS, tels que les
protéases issues des cellules inflammatoires,neéude cigarette, et les RNS. Dans ce cas,
I'amiante accroit la perméabilité des cellules gdiales pulmonaires par des mécanismes
indépendants des ROS mais, semble-t-il, sous landigmce d’'une voie de signalisation

activée par une tyrosine kinase. [170]
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2 ROS, RNS et ADN: génotoxicité

© Historique

Longtemps, les fibres d’amiante ont été consideocdenme des agents non mutagenes
en raison de I'absence de mutation dans les t&%stsed sur des bactéries, ainsi que dans des
essais de mutagenese sur des cellules eucarydestané des mutations ponctuelles sur
plusieurs genes (Na+/K+ ATPase notamment) [171-173]

Plus recemment, l'utilisation de nouvelles soucbesbactéries plus sensibles aux
especes radicalaires a permis de mettre en évidEscmutations et I'hydroxylation de bases
de 'ADN a été observée aussi bien sur des bastfue sur des cellules eucaryotes. [174] La
mesure directe des cassures de I’ADN n’avait, s gbuvent, pas révélé de dommages (pour
revue voir [174]), cependant, cela pourrait étreadia limitation des méthodes d’analyses.
Récemment, I'existence de cassures doubles bripsi &tre mise en évidence grace a
I'utilisation de mutants déficients en systéemeséaparations pour ce type de Iésion. [175]

Ainsi, 'amiante peut notamment manifester sa tib&icellulaire en endommageant
'ADN, et cette génotoxicité est une étape impaeade la transformation néoplasique.
Jaurand174] arécemment publié une revue des différetgigsniques utilisées pour tester la

génotoxicité de I'amiante.

® Une relation désormais etablie
L’'amiante  induit des altérations structurelles te double hélice d'Acide
désoxyribonucléique (ADN), probablement par I'imédiaire des radicaux libres HO® et
°ONOO puisque ces oxydants réagissent classiqueaveat 'ADN pour former des bases
hydroxylées [176-178] ou des cassures mono-biihd9] Comme revue par ailleurs [174],

I'amiante favorise la formation de 8 hydroxy-désgugnosine 80OHAG dans des systémes
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acellulaires. Des dommages a I’ADN provoqués earadicaux libres HO® issus de l'action
catalytique du fer peuvent aussi étre mis en égel@ans des cellules avec par ailleurs une
action protectrice de la déféeroxamine [180] et’deide phytique.[181] A I'inverse, Fung et
ses collaborateurs ont récemment montré que lessfitee crocidolite (2,5-10mg/cm2) étaient
responsables de la formation de 80OHAG dans I'ADNceliules mésothéliales (de rats et
humaines) et ceci indépendamment de l'action cagaly du fer puisque la déféroxamine
n'apportait aucune protection. [182] De méme, iksh’pas encore réellement établi si le
glutathion réduit GSH exerce une action protectcaetre les |ésions de ’ADN induites par
'amiante. La formation de 80OHdG induite par lebrdéis de crocidolite conduit a une
mutageénicité 3 a 4 fois supérieure dans le caditestud’Ames sur des souchesSmonella
typhimuriumet ces effets génotoxiques sont prévenus par G88].[Cependant, il a été
d’autre part montré que le glutathion réduit GSHaeN-acetylt-cysteine (NAC), un agent
réducteur et précurseur du GSH, ne pouvaient préleformation de cassures mono-brins
de 'ADN dans des cellules A549.[184] L'explicatiate la variabilité de ces résultats est
actuellement inconnue, mais est probablement lidene part, a la relative mauvaise
pénétration des ces agents chélateurs du ferducteurs a I'intérieur des cellules au niveau
de sites de formation des radicaux libres , ettcéapart a la variabilité des types cellulaires

et des tests de détection utilisés [107,115,174]

© Quelles lésions a 'ADN?

* Rappels des principales Iésions a I'’ADN induites |ps agents mutagenes

Les agents génotoxiques peuvent produire diveessns a '’ADN cellulaire, telles
gue des cassures (mono ou doubles brins), des poets ou intra-brins et des liaisons de
covalence a des bases, des pertes de bases, efeslaitons entres des basgsi4] Les

cellules sont en permanence soumises a ces lésiatens la majorité des cas les systemes
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cellulaires de réparation de '’ADN permettent dstaarer la structure physiologique initiale
de 'ADN. Dans certains cas, des réparations daesives ou insuffisantes conduisent a la
fixation de ces lésions dans la structure du géndiihes sont transmises aux cellules filles au
cours des cycles de divisions cellulaire et comstit ainsi des mutations de 'ADN, étape
préalable a la transformation des cellules. Desmaties chromosomiques telles que des
délétions ou des rearrangement (translocation,rtioes, amplifications) peuvent aussi

provoquer des modifications permanentes du génethdaire [174].

Le risque génotoxique spécifique aux agents devifennement dépend donc d’une
part de la nature de I'agent responsable des doesr@afADN et d’autre part du mécanisme

cellulaire de réparation des Iésions induites ®NAmis en jeu(cf. paragraphe 2.3.3.1.)

e | e cas de 'amiante : radicaux libres et effets/'\DN

L'utilisation de nouvelles souches de bactéries gensibles aux espéeces radicalaires
a permis de mettre en évidence des mutatiodyatroxylation de basesde 'ADN a été

observée aussi bien sur des bactéries que suellides eucaryotes (pour revue voir [174])

McBride, a l'aide d'un test de mutation utilisalet phage M13mp2 ainsi pu montré
que (i) 'ADN traité par Fe2+ contenait 20-80 fqikis de mutation que 'ADN non traité,
(i) que ces effets étaient améliorés par des epsyanti-oxydantes, catalase et la Superoxyde
dismutase SOD, et enfin (iii) que cette mutagemas@rincipalement liée a un accroissement

de lasubstitution des basesle 'ADN [185]
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lIs postulent que les dommages a I’ADN observésam pas liés au hasard mais bien
a la présence des radicaux libres d’une part duléia fréquence des mutations observées
mais d’autre part du fait de la spécificité des dwages observées et des locus atteints (les

mutations semblent affecter spécifiquement cersgpussitions sur les genes) [185]

Carmichael [186], utilisant une technique de dé&ectdes dommages a I'ADN
hautement sensible & I'aide d&°P, a pu démontrer qu’un modéle de la réaction etedh
(avec du cuivre ou du fer) et le peroxyde d’hydreg@tO, pouvaient causer 1(Bsions
spécifiques. Ces données suggereraient que d¢esdésgsultentd’'un pontage intra-brin de
paires de bases adjacentes et non de la sulstitlgi bases ou la formation d’adduits tels

que la 8-OHdG.

Dans un autre systéeme utilisant des celluleg#ybrides provenant de la fusion de
cellules humaines et de hamster), Hei et ses aol#burs ont montré que les fibres
d’amiante produisaient des mutations a typeléétionsa de multiples locus.[187] L'intérét
de cette étude est de permettre la détection tigpeede mutation car les autres systemes dits
classiques, basés sur la détection de mutatiordané autonomes ces cellules et donc la
sélection de mutants viables, sont inefficaces pldtecter de larges mutations qui peuvent

étre létales.

Dans ce systeme, les cellules gont des hybrides homme x hamster qui retienment |
chromosome 11 sur lequel est localisé le géne MEDEsi appelé CD59), codant pour la
protéine S1. Cette protéine est un antigéne deasmirfqui, en présence de protéine du
complément et d’anticorps spécifiques, permet yee tellulaire. Dans I'étude de Hei, c’est
I'expression ou non de la protéine S1 qui carasxéld mutagenese et non la viabilité des

cellules.
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L’étendue des mutations est, dans cette étudeu@valar la technique Southern blot. Les
mutants spontanés (mutations ponctuelles du ger@lMprésentaient des bandes attendues
aprés hybridation avec des sondes spécifiqguesimatssant des régions distantes de ce
genes sur le chromosome 11 (APO, D16, FTH), alare Bps mutants résultants de
I'exposition a I'amiante montraient des délétiomsipces genes (la fréquence de délétion des
3 locus atteignait 58% chez les mutants exposésilaes de chrysotile, alors qu’elle était de
26% chez les mutants spontanés (non exposeés) reditie statistiquement significative. Les
fibres d’amiante produisent des mutations provotjdas délétions a de multiples locus et les
enzymes anti-oxydantes SOD et calatase réduiseyiteatiel mutagene, ce qui suggererait le

réle des radicaux libres [187]

L'endommagement de 'ADN a été suggéeré de manied&ecte par la mise en
évidence de l'activation de systemes de réparatien’ADN et de la poly(ADP)ribose
polymérase, apres traitementvitro de cellules mésothéliales de rat par des fibrg8,1B9]
Une confirmation a été apportée par I’ inductiol’ 4@-endonucléase, une enzyme cellulaire
qui coupe I'ADN au niveau de sites apuriniques @yrianidiques pouvant résulter de

I’'hydroxylation de bases [190]

Park et Aust ont utilisé des cellules de hamstekprimant pas I'Hypoxanthine-
Guanine PhosphoRibosylTransférase (HGPRTase), omgme de récupération des bases
purigues sous formes de nucléosides, mais exprimare enzyme, la Guanosine
PhosphoTransferase (GPTase). Ainsi dans ces cllalseule voie possible de synthése du

GTP est celle utilisant la GPTase. [191]

Dans le modeéle de Park et Aust, seule la voiesatili la GPTase est fonctionnelle et
ainsi toute mutation du gene pour cette enzyme wibad’'absence de GTP dans la cellule. Il

ont ainsi montré que les fibres de crocidolie pg/cmi) entraine un doublement de la
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D-Ribose-5-phosphate

Guanosine Triphosphate (GTP)

Fig.43: Les voies de synthése par récupération du GMR &TP dans la cellule.

fréquence des mutation sur le locus du gene cquantla GPTase, ce qui suggére comme

d’autres études auparavant [174] que I'amianteitrdies délétions sur deultiples locus .
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Ces auteurs soulignent le role des ROS et du °N@Bgpe les fibres traitées par la
déeferoxamine (qui chélate le fer et rend donc imsfimbs la réaction catalytigue de Fenton)
n’'induisent pas de mutation du locus du gene GBI& @ue les fibres ajoutés de systemes
générateurs de °NO induisent plus de mutationdeguBbres ou les systemes générateurs de
NO seuls. Ceci montre une action synergique deasaaxl libres issus du fer de I'amiante et

du NO dans la production d’espéces mutagenes. [191]

D’autres études utilisant des cellules épithédiade poumons A549 ont montré que
des fibres de crocidolite induisent la formation 8©@HdJG et que I'aminoguanidine, un
inhibiteur des NOS, réduit la formation de dériegstés par la cellule et protege les cellules

de I'hydroxylation des bases de 'ADN. [178]

En conséquence, méme si les effets obsearvéstro ne peuvent étre directement
retenus comme teis vivo (ou les concentrations des fibres sont souvert faibles mais
leur persistance plus longue), les résultats dessitions aux agents oxydants permettent
d’émettre I'hypothése que le potentiel mutagénd’atmiante est probablement en partie di
aux radicaux libres oxygénés ROS et azotés RNSutidss mécanismes semblent aussi
responsables de la formation de ces modificatiamdadstructure de [I'ADN. Les effets
génotoxiques sont multiples et incluent des suligiits de bases, des pontages intra-brins et
des cassures mono-brins; des mutations ponctuekés de larges délétions

chromosomiques.[193-199]

* Une autre cible cellulaire : les lipides

Les ROS issus de l'action catalytique du fer sompliqués dans les réactions de

peroxydation des lipides induite par une expositlen cellules a I'amiante. Ceci est suggéré
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par le fait que les le fer, en tant que constitwmt’amiante catalyse la formation de ces
produits, et par I'observation de la réduction e@#tec lipoperoxydation en présence d’anti-
oxydants et de chélateurs de fer. [107,115] De gdssproduits de peroxydation lipidique ont
été retrouvés dans le plasma de travailleurs espas€amiante (test TBARS) [192]
Cependant, le niveau de Substances Réagissantl’Aeede ThioBarbiturique n’est pas

corrélé aux anomalies radiographiques.

Par conséquent, les fibres d'amiante catalysentfolanation de produits de
peroxydation des lipides, especes radicalaires rgul® vie cellulaire. C'est un des
mécanismes possibles de modification structureélfereetionnelle des membranes cellulaires

exposees aux fibres d’amiante, mais aussi de doesr@atADN [192]

2.3.2. Altération de la ploidie des cellules : Effsur la mitose

L’amiante manifeste sa toxicité par une multipéaite mécanismes, et notamment des
mutations de bases, des cassures de [I'hélice d’ADbis aussi des aberrations
chromosomiques et des échanges de brins de chdamatit méme I'apoptose, mort cellulaire

programmeée.

2.3.2.1. Des anomalies observées...

2 Pourguoi s'intéresser au mésothéliome ?

En raison de la spécificité des fibres d’amiantesnme facteur de risque du

mésothéliome, I'étude cytogénétique et moléculdiwe mésothéliome est particulierement
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intéressante. De plus, contrairement au cancerchmpulmonaire, il n’est pas associé a une
consommation de tabac. On peut donc considérer avwecertaine confiance que pour cette
tumeur certaines altérations moléculaires résultentla seule action de l'amiante, sans
toutefois pouvoir déterminer si elles sont une eams une conséquence de la transformation

néoplasique.

< Les altération génétiques observées dans le nédisotie ?

Les études visant a préciser les caractéristigueleculaires et biologiques du
meésothéliomes ont été entreprises a partir de feagrde tumeurs ir( vivo) et de lignées
cellulaires {n vitro). Barrett a réalisé une revue de ces altératanactéristiques. [201] Les
meésothéliomes ont un caryotype complexe présentint nombreuses modifications
chromosomiques, numériques et structurales (toudpactialement les chromosomes 1, 3, 5
et 9 chez 'Homme). En revanche, peu de mutati@rtoelles ont été mises en évidence
dans des genes critiques, a la différence de cesgjuetrouvé dans d’autres cancers (liés a des
agents chimiques génotoxiques). [202] Ceci suppiote la these d’'une action physique et
non chimique (qui serait plus ponctuelle) des sla@miante.

Dans un travail rapportant I'étude de la transfdromdes cellules SHE (Syrian
Hamster Embryo) par des fibres de chrysotile, Oshém a observé que la trisomie du
chromosome 11 était une étape de la transformatgooes cellules. [203] Dans les cellules
mésothéliales pleurales de rat une trisomie 1 adétéctée. [204] Selon une revue de
Jaurand, toutes les cellules ne sont pas transéxrmpar une expositioim vitro aux fibres
d’amiante, mais celles qui sont transformées neomtune aneuploidie. [126]

L'existence de micronoyaux détectés par la techmiglsH (Hybridation In Situ en
Fluorescence) a l'aide d’anticorps anti-kinétockpra permis de montrer la ségrégation

anormale des chromosomes isolés. [205] Les étuddadifférentes phases de la mitose ont
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révélé que 'amiante provoquait la formation deochatine retardédagging chromatip et

de ponts inter-chromosomiques dans les cellulesnaphase/télophase. Ces anomalies ont
été notamment observées dans des cellules méatdbéfiumaines et de rats. [Pour revue

174] Ces résultats témoignent d’une ségrégatiomnzede des chromosomes au cours de la
mitose. L’altération de la mitose est confirméensdée cas des cellules mésothéliales, par
I'étude en cytométrie de flux, du cycle cellulai@n observe en effet une accumulation de

cellules ayant un contenu en ADN correspondant phisse G2. Ce sont en fait, pour une

grande partie, des cellules binucléées. Pour debream types cellulaires, la mitose ne peut

s’achever par une cytocynese. [206]

2.3.2.2. ...aux mécanismes d’'interférence avec latase

L’exposition des différents types cellulaires comdl vitro a la formation de cellules

aneuploides, polyploides et binucléées.

Il est en effet logique d'attribuer a l'internaiton des fibres par les cellules les
anomalies mitotiques observées. Au cours de la seitdes mouvements d’organites
subcellulaires sont plus importants que dans I#sle® en interphase ; la présence des fibres
d’amiante peut donc entraver le déplacement demndss intracellulaires, et particulierement
des chromosomes, d'autant que les fibres se caeoeéndans la zone périnucléaire des

cellules interphasiques.

Les premiéres études réalisées par microscopiguepsiur des cellules fixées (et donc
a cycle cellulaire bloqué) suggéraient une interiée physique des fibres les plus longues
avec le fuseau mitotique et la ségrégation desnobsomes, conduisant, au cours de

'anaphase, a la génération de cellules fillesupteédes. [207] Grace a des observations
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ultra-structurales, Wang et ses collaborateurs nuaten évidence que les fibres longues et
fines se trouvent fréequemment au contact des chsomes dans des cultures de cellules

meésothéliales pleurales de rats. [208]

Des études plus récentes, dynamiques, de la mitlesecellules pulmonaires
d’amphibiens ont démontré que les fibres longuesnd@inte interagissaient avec la cage
périnucléaire de filaments intermédiaires (« cagéortale ») des cellules épithéliales,
empéchant ainsi parfois la migration des chromosorf@09] Dans la majorité des cas,
I'interaction entre ces fibres d’amiantes enche&eir et saillantes et les chromosomes
n’interférait pas avec la ségrégation normale dedegniers. Cependant, dans de rares cas, ces
fibres constituaient un obstacle a la migration cl@®mosomes, ou causaient des cassures de
ceux-ci. Les auteurs ont émis I'hypothése queileed les plus longues ont une probabilité
d’étre pris « au piege » de la cage de filamentrnmédiaires plus importante que les fibres
les plus courtes (ces dernieres étant facilemenaieges par les mouvement cellulaire sans
provoquer de perturbation notable du déplacemenbdganites.). D’autre part, les fibres les
plus longues sont évidemment les plus & méme dépasser » de la surface du réseau de
filament et donc pour géner les mouvement duranmi@se. [209] Enfin, la sensibilité
particulierement importante des cellules mésotledia l'interférence physique avec les
fibores d’amiante durant la mitose pourrait selos eeiteurs s’expliquer par la structure

particuliere de la « cage » périnucléaire de filatméntermediaires.
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Fig. 51: Interférence avec la ségrégation des chromosomes

La fibre d’amiante (bleu) enchevétrée dans le rage&inucléaire de fibres
intermédiaires (gris) va constituer un obstacle gigye au mouvement des chromosomes
(vert et rouge) lors de la mitose

D’autres mécanismes pourraient étre mis en cause g anomalies mitotiques
observées. L'exposition de cellules mésothélialemdines a des fibres d’amosite vitro
provoquerait, selon Somers, des anomalies dargahesation du cytosquelette cellulaire et
celles-ci pourraient renforcer la capacité desBla’interférer avec le fuseau mitotique. [210]
Enfin, les fibres d’amiante pourraient non seulenssigendrer des anomalies quantitatives du
caryotype (nombre anormal de chromosomes par ttdanleur ségrégation mitotique) dites
génomiques mais aussi des anomalies qualitativedivisant le patrimoine génétique des
cellules filles en deux (cellules binucléées). €Het pourrait étre la conséquence d’'une
interférence physique des fibres avec les filamants-myosiques au cours de la télophase.

[211]
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Fig.52: Interférence avec la télophase

La fibre d’amiante (bleu) interfere avec la conttiaa des filaments circulaires °°°
d’acto-myosine et conduit donc a un blocage déliapthase : on aboutit a une cellules
binucléée

L'importance de la longueur des fibres a été mineéridence par I'étude des
anomalies anaphasiques dans les cellules mésidéisétileurales de rat traitées par différents
types de fibres. Dans cette étude, des anaphasemalas n’étaient observées que si
I’échantillon contenait des fibres longues (>8umfirees (<0,25um). [212] Il est intéressant
de noter que cette étude a permis d’établir unelation entre la capacité d’'un échantillon de
produire une ségrégation anormale des chromosomesitro et des mésothéliomes

expérimentaux chez le rat [212]
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2.3.2.3. Préalables a I'interférence sur la ploidie

Lorsque les fibres d’amiante se trouvent au cordaatellules, il en résulte donc dans
la plupart des cas une phagocytose des fibresuee lles caractéristiques importantes des
fibres d’amiante est leur capacité d’'induire desraalies mitotiques et post-mitotiques. Il y a

cependant des conditions importantes que nousuévogs maintenant.

< La phagocytose et cycle cellulaire

Pour interférer physiqguement avec I'appareil nuiee, deux conditions doivent étre
remplies. La premiére, est le fait que les fibresvent étre internalisées dans les cellules
cibles. A I'exception des lymphocytes, la plupasdypes cellulaires phagocytémtvitro les
fibores d’amiante. Cette étape est facilitée par lisons spécifigues a des récepteurs
membranaires des cellules cibles (cf. p.115, Boglaal.[120]). La seconde condition réside

dans la nécessité que les cellules cibles protitere

Pourtant, si ces deux conditions sont rempfiestro, il n’a pas encore été établi si les
fibres d’amiante étaient susceptibles de remphbramnditions dans les cellules a I'origine des
carcinomes broncho-pulmonaires et des mésothélionadis, in vivo. Les premieres études
ont montré que les cellules mésothéliales étai@paltles de phagocytose,vitro [213] etin
vivo. [214] Mais, quelques essais de mesure de la quantitéoas fd’amiante ont étaient
réalisés dans le tissu pleural, et dans deux étwgesont essentiellement des fibres courtes
qui été retrouvées, ce qui ne permettait pas diétate corrélation avec la charge pulmonaire

extracellulaire en fibres.

Des études supplémentaires destinées a précidecdhsation des fibres dans les
populations cellulaires cibles (de la plévre etl'dpithélium broncho-pulmonaire) doivent

étre effectuées afin de tester cette hypotheswvo.
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En tout cas,in vitro, des auteurs [215] ont montré le rdle crucial @ape de
phagocytose des fibres d’amiante par les cellniésothéliales pour la manifestation des
effets toxiques, parmi lesquels une oxydation cdHalaire (stress oxydant) mais aussi des
lésions chromosomiques, un blocage du cycle cektulan phase G2/M. En effet, en
augmentant cette phagocytose (enveloppe de vitiioegcla toxicité induite par I'amiante
augmente ; et inversement en réduisant la phageeyt@ été observé une toxicité moindre.
Cette étude est unique par la corrélation qu'eiidblé entre un accroissement sélectif de la
phagocytose et la variété des manifestations tesiguotentialisées. En effet, dans les études
précédentes, il n'était prouvé si la phagocytose fdwes d’amiante, en particulier par des
cellules non spécialisées dans ce phénomeéne (gliesles cellules mésothéliales), était
nécessaire a la manifestation des phénomenes &sxide 'amiante. Cette étude [215] en
apporte ainsi la preuveAinsi, s’il semble que pour les cellules spéciasédans la
phagocytose les especes radicalaires aient ététififlen comme agents essentiels,
probablement produits par I'inflammation qui accagpe la phagocytose [216,217], pour les
cellules non spécialisées pour la phagocytose fldiimmation aigué n’est pas une
conséquence caractéristique de la phagocytose lIFpxydation intracellulaire est plus
difficile a mettre en évidence (plusieurs étudesnh’pas réussi a montrer la génération des
ROS par les cellules mésothéliales exposées adiag)i. Enfin, ces mémes auteurs [215] ont
examiné l'altération du cycle cellulaire. lls onhsl pu mettre en évidence un retard au
passage G2/M du moins pour les cellules envelagpgdéevitronectine. Un tel blocage a été
étroitement associé a des lésions cellulairesrdaiférent le plus souvent avec la mitose (en
particulier des cassures doubles brins ou des diesde I'appareil mitotiqug218] : la
phagocytose des fibres d’amiante est une étapspi@dsable conduisant a I'accumulation de
cellules en phase G2/M. La présence des fibresidrdm contrairement a d’autres agents

génotoxiques tels que l'irradiation, constitue taup une source de Iésion pour les cellules
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qui les «ingerent », et cette phagocytose estssage a la manifestation d’'une cytotoxicité

induite par I'amiante vis-a-vis des cellules mégbtes

< Devenir des fibres internalisées

Les premiéres études morphologiques des cellutpesées a I'amiantén vitro,
utilisant la microscopie optique ou électroniquet montré une interaction physique directe
entre les fibres et le noyau (ou les chromosomeantida mitose) [208]. Cependant des
recherches plus récentes ont montré que les fibmesnalisées sont entourées d’une
membrane phago-lysosomiale, laquelle devrait danpéeher toutes interaction physique
(adsorption notamment) ou chimique directe entssfibees phagocytées et les chromosomes.

[219]

In vitro, il a été observé I'accumulation de fibres de icholite, longues et courtes,
dans la région périnucléaire de cellules épithedighulmonaires d’amphibiens. Les fibres
longues restérent immobiles, alors que les fibresrtes manifesterent un mouvement

saltatoire le long des microtubules. [220]

Selon Aust,in vitro, 10-20 fibres furent internalisées par ces granceules
épithéliales sans qu’on ne puisse observer dets efédastes sur la viabilité et la division de

ces cellules. [209]
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2.3.3. Lésions de I'ADN et réponses cellulaires

L’amiante est donc responsable de mutations durgéno
-mutations géniques, affectant la structure intttad’ ADN ;
-mutations chromosomiques affectant « qualitativense la structure des

chromosomes ;

-effets aneugénes affectant « quantitativementoeiebre des chromosomes.

2.3.3.1. Systémes de réparation et Apoptose
Le fonctionnement cellulaire normal prévoit un enbke de mécanismes de
« sauvegarde »: les dommages a I'ADN doivent éompletement ou du moins
suffisamment réparés pour autoriser la cellulepaasage en mitose aprés une « agression »
de sa structure génomique ; si ces dommages pesisa cellules anormale peut alors

emprunter une voie apoptotique (« suicide cellala}{221]

O Les systemes de réparation de 'ADN

< Rappels : description des systemes de réparat®iedions de '’ADN

Les mécanismes de réparation de '’ADN ont récemm@npassés en revue [222]. lls sont

de trois types :

- larestauration de la zone endommageéec'est le plus simple. Une action
enzymatique restaure la structure sans casseuddettp ( photoréactivation chez

les procaryotes, déméthylation)
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- laréparation de la zone endommageéeles bases ou le groupe de nucléotides
incorrects sont remplacés. (réparation par excidembases et nucléotides)
- latolérance de la zone endommagéee mécanisme fait appel a des polymérases

translésionnelles spécifiques récemment décrites

< Exposition aux fibres d’amiante et systémes danaipon de 'ADN [223].

Le mécanisme précis par lequel 'amiaatéve les voies de réparation de 'ADN dans
les cellules eucaryotes est complexe est encoativiesinent mal connu. La réparation des
|ésions de I'’ADN induites par les agents oxydanét em jeu les voies d’excision de base, de
reconstitution directe par apport d’un hydrogémmadir de groupement sulhydryle (réduction
des produits d’oxydation), d’excision de nucléotiede recombinaison. L’'un des principaux

produits de dommages a I'ADN induits par les ROS &s formation de sites

apurinique/apyrimidinique (AP)

Les sites AP peuvent conduire a une interruptiégmaturée de la synthese d’ARNm
et d’ADN ou peuvent se comporter comme les lésions non teslabes sites AP sont en
partie réparés par une AP-endonuclease (APE) quiierd un site sensible au I'état de
I'équilibre rédox (redox factor 1 [Ref-1]) locedi dans sa partie N-terminale. Ce complexe
APE-1/Ref-1 est la principale enzyme de réparatien’ADN par excision de base qui
intervient d’autre part sur la liaison de factedestranscriptions tels que AP-1, MB; Pax-5,
Pax-8, et HIF-1 (hypoxia-inducible factor-1) a I'AD. Ainsi, APE-1/Ref-1 joue un réle
important dans le maintient de l'intégrité du gémoet dans la régulation de I'expression des
génes par l'intermédiaire de I'activation rédox désers facteurs de transcriptions. Fung et
ses collaborateurs [224] ont montré que les fidfamiante induisent une expression accrue

de APE-1/Ref-1 dans le noyau et les mitochondress akllules mésothéliales. Ces données
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suggerent un possible réle de APE-1/Ref-1 danggdaration des dommages a I’ADN induits

par I'amiante.

La Poly(ADP-ribose) polymérase (PARP) est une emzguocléaire multifonctionnelle
de 116-kDa intervenant dans la réparation desriégie I'ADN . La PARP est activée par la
formation de ruptures dans la chaine d’ADN et jonerdle important dans la résolution de
ces lésions. Ainsil'activation de cette enzyme a bien été établiesdas cellules survivantes
aprés le développement de dommages a ’ADN. L’attwm prolongée de la PARP peut
d’autre part consumer les niveaux de NAD et d’Agtar conséquent conduire a une mort
cellulaire accrue. Enfin, la PARP fonctionne par ADbosylation de diverses protéines,
telles que ’ADN polymérase et la topoisomérasat En tant que tel joue un réle critique dans
le systeme de régulation de la prolifération daite en tant que « capteur moléculaire »
des bréches de 'ADN [225-22%]llikainen a étudié le réle de la PARP dans lesulas
meésothéliales humaines transformées (MeT-5A) ets ddes celules de cultures A549
exposees a des fibres d’amiante en présence dtsence de 3-aminobenzam({@BA), un
inhibiteur de la PARP. Il a ainsi montré que le mian d’'un pool de nucléotide de haute
énergie dans la cellule (et donc la haute vigbdiés cellules exposées a I'amiante) pouvait
contribuer a la survie et la transformation maligles cellules pulmonaires. Diverses équipes
ont aussi montré que l'activation de la PARP inglpar I'exposition a 'amiante dans les
cellules épithéliales pulmonaires et meésothéligdesivaient conduire a I'apoptose. Ces
résultats suggerent I'importance de la PARP danddanse des cellules exposées a I'amiante

face a des lésions de leur génome.

Pourtant, des souris n’exprimant pas la PARP (PARhockout) ont un
développement normal, suggérant que la PARP joudlanimportant mais non central dans

la régulation des réparations de I’ADN [230-231]Jalires enzymes de réparation de I’ADN



- 152 -

ont indubitablement une grande importance dansoteection des dommages de 'ADN
induits par 'amiante, mais d’autres études sonesgaires pour le confirmer et préciser leurs

fonctions réspectives.

® Une autre voie échappatoire : I'apoptose

2 Rappels : les mécanismes apoptotiques

1) Qu’est ce que I'apoptose ?

Nos cellules et tissus peuvent donc étre soumiseagrande variété d'agressions,
physiques (traumatismes, irradiations, hyper ou othgrmie), infectieuses, chimiques
(acidose), métaboliques (exposition a des xénajiest, privation d'un facteur hormonal ou
facteur de croissance). Soumises a une agressieltoggue susceptible d'altérer leur
intégrité, les cellules répondent en développantaystemes de défense et lorsque les dégats
constatés sont trop importants ou que le signahde est impératif, un processus de suicide

cellulaire est enclenché, I'apoptose.

L'apoptose tire son nom de la chute programméefalghes. Elle représente une
forme de mort cellulaire résultant de Il'activatidane machinerie interne a la cellule. Elle
s'oppose a la mort nécrotique qui suppose uneudésin d'origine exogene produisant une
rupture membranaire et la dispersion du contenlulagk dans l'environnement (exemple
d'une agression cellulaire par des toxines microtdae générant des trous dans la membrane).

Ce suicide cellulaire est sous tendu par un prograrmgénétique que la cellule utilisera par
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défaut a moins de recevoir les signaux appropresutvie issus de son environnement. On
prend conscience depuis ces dix dernieres annéed'apoptose est impliquée dans de
nombreux processus pathologiques, soit par adaivatkcessive comme dans les maladies
neurodégénératives (sclérose latérale amyotrophigu@ladie de Huntington, maladie

d'Alzheimer), les lésions neurologiques ou cardeagiaisant suite a un accident ischémique,
les hépatites virales ou le sida, soit par défantesivention conduisant au développement de

tumeurs malignes.

2) Les manifestations du processus apoptotiquesogens de mise en évidence

La mort apoptotique est constituée d'un ensembleraleessus de digestions internes
affectant d'abord le cytoplasme puis le noyau. égraldation du cytosquelette fait perdre a la
cellule sa polarité, la détache de ses voisinesrofidit et diminue son volume. De
nombreuses protubérances apparaissent a sa sufageolarité phospholipidique de la
membrane cellulaire est perdue, avec passage pleotphatidylsérine du feuillet interne au
feuillet externe. A un stade ultérieur, irréversible noyau va étre également atteint. Il se
condense et devient pycnotique en particulier dudfala dégradation des lamines, protéines
de la face interne de la membrane nucléaire. L'Ad3Nattaquée par diverses endonucléases,
générant, selon les cellules, de grands fragme®BNI ou des multiples des unités
nucléosomiques (fragments d'ADN de 200 paires dmsba@nroulées autour de protéines

histones et non histones).
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Fig. 57 Aspects morphologiques de I'apoptose

Le point important est que, lors de I'apoptosenémbrane cellulaire reste intacte. Le
phénomene se signale, par I'exposition de lipidedeesucres normalement situés a la face
interne, a l'attention des phagocytes qui endotyaeac une efficacité remarquable soit la
cellule entiere soit des fragments de celle-ci messant toujours limités par une membrane.
L'intégrité membranaire, la rapidité de I'élimimaticellulaire font que I'apoptose, méme
massive, n'induit aucune inflammation contrairemante qui peut se produire dans un
phénomene nécrotique, ou les différents compartisnegllulaires se rompant, déversent leur
contenu enzymatique au sein méme des tissus. Bédeose ressemble & une explosion,
I'apoptose s'apparente plutdt a une implosion. riirgde ces données, on présente brievement
les techniques qui permettent d'établir si uneutelkest en train de mourir d'apoptose ou de
nécrose. Le schéma montre des techniques objectilean altérations membranaires
caractéristiques de la nécrose (libération d'héolmgé par les globules rouges, d'enzymes
par des cellules diverses, de Cr51 , entrée deardloormalement impermeéable aux cellules
intactes) ou de l'apoptose (fixation d'annexine Maaphosphatidylsérine). La mise en
évidence de l'apoptose utilise également la medw@ntenu en ADN du noyau cellulaire en

cytométrie de flux ou la démonstration de ruptwses/enues dans la chaine nucléotidique,
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soit par immunomarquage (technigue TUNEL, Tdt depeti dUTP-biotin Nick End
Labelling) ou par migration électrophorétique vigant des fragments d'ADN de tailles

variables.

3) La « machinerie » apoptotique

On peut modéliser le processus apoptotique enfeetala signalisation qui peut se
faire par des voies afférentes a la cellule tréerdes, la régulation ou phase de décision
confrontant des mécanismes pro et anti apoptotigeein, la dégradation ou phase

d'exécution commune a toutes les formes d'apoptose.

- La signalisation

Il existe de multiples voies d'initialisation dadbptose. Celle-ci peut survenir du fait
du retrait d'un signal de survie tel que le tansset d'une hormone, d'un facteur de
croissance ou d'un contact intercellulaire. Cexakarniéres situations seront développées a
propos du fonctionnement du systeme immunitaireauf®e part, I'apoptose peut étre
déclenchée par un trés grand nombre de stimuli eonfamsollicitation de récepteurs
membranaires (Fas, TNF-R) ou nucléaires (glucammides) ou l'exposition a des stress
divers (radiations ionisantes, hypoxie, hyperthermkxénobiotiques comme les agents

anticancéreux).
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Fig.58 Biochimie de I'apoptosdifférents signaux de mort
cellulaire sont possibles, mais passent soit pam@&eanisme
unique impliquant Bcl-2 et les mitochondries sait pne voie
cytoplasmaique. Les effecteurs sont les caspasen tacteur

inducteur d’apoptose ou AlF.

- La régulation

Les cellules d'un tissu ne sont pas égalementtdeash un agent apoptogene mais
different selon I'ensemble des signaux issus dedeuironnement qu'elles integrent afin de
décider entre les deux options de vie et de mant.eRemple, les lymphocytes au repos non
stimulés par un antigéne sont trés résistantgyartiéde I'apoptose alors qu'ils y deviennent
sensibles aprés quelques jours d'activation, péanteginsi la terminaison d'une réponse
immune. Les cellules cancéreuses sont d'embléeeoangairement résistantes a I'effet
apoptotique des nombreux médicaments anticancéretiisés pour les détruire.
Un organite joue un rdle central dans cette réguiata mitochondrie. On rappelle que celle-
ci est un endosymbiote entre les premiéres cellalesaryotes apparues sur terre et une
bactérie aérobie. Celle-ci lui aurait transmis &ola I'aptitude de réaliser la phosphorylation
oxydative et la possibilité de se suicider en pdtané¢ a certains composants de cette bactérie

de passer dans le cytoplasme cellulaire. En restastschématique, la mitochondrie peut
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ouvrir dans sa membrane interne des mégacanasanaiéchapper des petites molécules et
dissipant le potentiel de membrane que crée I'siqnulpermanente de protons hors de la
matrice mitochondriale, d'ou arrét de la synthédd . De nombreux mécanismes semblent
pouvoir provoquer l'ouverture de ces canaux comimgadxie, I'absence d'un facteur de
croissance, une attaque de la chaine respirataredgs radicaux oxygeénés comme NO°.
L'accroissement de permeéabilité de la membranenatgermet I'entrée d'eau dans le stroma
mitochondrial, hyperosmotique, entrainant le ganéat de la mitochondrie et une altération
de la membrane externe suffisante pour libérerpdeduits de l'espace inter-membranaire.
Sont libérés ainsi au moins deux produits apopiesq le cytochrome c (transporteur
d'électron soluble, faisant la navette entre lampiexes membranaires CoQ-cytochrome ¢
réductase et cytochrome c oxydase) et I'AlIF (Apsiptinducing Factor). Si le mode d'action
de ce dernier qui agit sur les noyaux n'est pasigoon connait par contre celui du
cytochrome c. En se liant a une protéine cytoplgemi APAF-1 (Apoptotic Protease
Activiting Factor), le complexe peut activer unetgase, la caspase 9 qui active a son tour la
caspase 3, l'une des protéases effectrices majelerdapoptose. Physiologiquement ces
mégacanaux sont étroitement régulés, en particpherdes molécules de la famille Bcl2.
Cette grande famille est composée de moléculefets @ntiapoptotiques comme Bcl2 et Bcl-
XL et proapoptotiques tels que Bax et Bad. BcIBatxL sont des protéines membranaires
du réticulum endoplasmique, du noyau et de la mangexterne mitochondriale. Les autres
protéines sont solubles dans le cytoplasme. Cestamels peuvent se dimériser en
homodimeéres ou hétérodiméres, par exemple Bcl2-Bamt que prédominent dans la cellule
les homodiméres anti apoptotigues ou les hétéradsnécontenant un membre
antiapoptotique, le résultat net est la résistantapoptose. Au contraire, si les diméres, par
exemple Bax-Bax sont prédominants, la voie apapieti sera  ouverte.

On pense que les protéines membranaires comme éBcBrl-xL inhibent I'apoptose en
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controlant d'une part l'ouverture des meégacanauxaetuite des produits tels que le
cytochrome c, d'autre part, lorsque celle ci sedpitp en piégeant le complexe APAF-

1/Caspase 9 sur la paroi mitochondriale, empédtzativation de la protéase.

Fig. 59 Schéma simplifié des
relations entre les protéines Bcl-2
les mitochondries et les caspase

Les protéines B-2 sont en fait des
diméres : soit Bcl-2 — Bcl-2

Bak
Bad
(inhibiteur de I'apoptose), soit Bc
@. 2 — Bax (inhibiteur de I'apoptose}),
soit Bax — Bax (promoteur de
'apoptose).

U

\"2J

D’autres protéines existe
inhibitrices (Bcl-xl) ou promotrice
(Bad, Bak) de I'apoptose.

[92)

: : L’action de ces protéines se si
M!tGChUﬂdl'le au niveau des mégapores des

mitochondries, permettant ou non
la sortie du cytochrome C qui
active les caspases.

- La dégradation

La protéolyse des divers substrats cellulaires égsglus haut (filaments d'actine du
cytosquelette, lamines), de nombreuses enzymespisables a l'intégrité cellulaire (par
exemple, PARP, poly ADP ribose polymérase), degmes régulatrices comme Bcl2, ainsi
que la protéolyse limitée conduisant a l'activatiper exemple d'endonucléases (CAD,
caspase activated DNase), parait étre sous ledb®rsinon exclusif du moins prédominant
d'une classe particuliére de protéases, les casphastagit d'enzymes dont le site catalytique

contient une séguence conservée avec une cystétoemant la chaine peptidiqgue au niveau
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d'un résidu aspartate. Elles existent sous formpradenzymes et nécessitent une maturation
sous forme d'une coupure catalytique libérant 2 smités qui s'associent en 1 hétérodimere,
I'enzyme active finale étant formé par l'associatii® 2 dimeres. De part leur structure, il
existe en fait 2 catégories de caspases :

* Caspases initiatrices, comme les caspases 218 €omme on le verra avec le cas
de Fas, elles possedent l'aptitude de se lier pmdsines cytoplasmiques qui se lient elles-
mémes a la queue intracytoplasmique de récepteemsbnanaires. Ces protéines qui placent
les caspases a proximité l'une de lautre, faotlitteur dimérisation et donc leur
autoactivation.

* Caspases effectrices, comme la caspase 3. Hgsdgectement ou indirectement
responsables des lésions cellulaires. Elles sdigadbirement activées par les précédentes.
La cascade d'activation des caspases est inhibd@api#tude de certaines d'entre elles a se

lier aux protéines Bcl2 ou Bcl-xL.

2 L'apoptose des cellules exposées a I'amiantg pileuves et les mécanismes

Lorsque la réparation des lésions est déficieri@optose est le derniers recours
permettant de se protéger contre le développenermetiules anormalement transformées.
Au cours du processus de cancérisation, il exigibghblement des défauts de mise en route
de l'apoptose lorsque surviennent des anomalieBAMN (qui devraient mettre en route

I'apoptose).

Une accumulation de preuves suggere une relatreatdientre I'apoptose des cellules
de I'épithélium alvéolaire (AEC) et les troubledrmpaonaired234]. Par exemple, la formation
de cassures de I'hélice d’ADN et l'apoptose sum@nt apreés I'exposition a des stimuli

nocifs tels que les agents oxydants, I'’hyperoxs radiations [235-237]. De plus, des patients
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souffrant de fibrose pulmonaire montrent des sigieeformation de ces dommages a I’ADN
et d’apoptos§238]. Ces données suggerent que I'apoptose edtament de réponse essentiel

de I'épithélium pulmonaire dans la physiopatholadgeces diverses agressions.

Dans le paragraphe suivant, nous allons ainsi enetiravant les différentes preuves
accumulées, impliguant divers mécanismes, notamnentradicaux libres dérivés de
I'Oxygene ROS, la voie de signalisation intrinsequiochondriale et la voie de signalisation
extrinseque par les récepteurs. (ENFNFR et FAS/FASL). Ces mécanismes ne s’excluent

pas les uns les autres mais agissent plutét caejoant.

1) Les ROS

Les mécanismes par lesquels I'amiante induit l&réibon de ROS ont été développés
ci-dessus et plusieurs éléments semblent confikengile des ROS dans la manifestation des
lésions de I'ADN d’une part et dans I'induction kepoptose d’autres part pour les cellules

épithéliales alvéolaires et mésothéliales expoadéasniante.

Premierement, les chélateurs du fer et les antemgdréduisent non seulement les
dommages a I'’ADN induit par 'amiante mais ausapbptose. [181, 223, 239-242] D’autre
part, les chélateurs contenant du fer ne sont maeqgbeurs, suggérant un réle plus spécifiqgue

du fer [181].

Deuxiémement, il existe une relation directe etdreharge en fer de la surface des

fibres et la formation de cassures de la doubleéé ADN la surface [241-243].

Troisiemement, rappelons que I'amiante induitdarfation de Iésions oxydatives de
'ADN telles que la 8-hydroxydesoxyguanosine (8-@jd244-245], que Fung et ses
collaborateurs [244] ont montré un accroissemesediependant de la formation de 8-OHdG

dans les cellules exposées a I'amiante (crocigoditeque cette formation de 8-OHdG est
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notablement réduite en présence d’anti-oxydantggyénant un réle important des ROS. Enfin,
Unfried [245], en testant la mutagénicité de I'antéain vivo sur des rats, a montré que le
type le plus fréequent de mutation des cellules s&ps a I'amiante était la transversior>G
T (guanine—> thymidine) induite par les Iésion pré-mutagenes sont les adduits a ’ADN
du type 8-OHdG. Or, les cellules transfectées aee@ene codant pour une enzyme

antioxydante (Mn-SOD ) sont résistantes a I'apap{@46].

Globalement, ces données emblent prouver I'impboaides ROS et RNS dans
I'apparition de Iésions a ’ADN en premier lieu maussi dans I'induction d’'un phénomeéne

apoptotique en second lieu.

2) La voie de signalisation mitochondriale

L’'apoptose est régulée par deux voies de signaisatl’'une intrinseque
(mitochondriale) l'autre extrinséque (impliquantsdeécepteurs membranaires). La voie de
signalisation mitochondriale, qui apparait commerégulateur central de I'apoptose, est
directement liée a I'existence de dommages a I'ARAI7]. L’ADN mitochondrial joue un
réle critigue dans la régulation des signaux devzisudéterminant ainsi si la cellule doit
poursuivre son cycle cellulaire ou entrer en apsgpten réponse a un agent oxydant [248].
L’ADN mitochondrial est en effet plus sensible ademmages oxydatifs que I'ADN
nucléaire avec un taux de mutations pouvant ésquia 10 fois plus élevé pour certains

genes [249]

Par des mécanismes qui ne sont pas totalementcélain stimulus apoptotique
induit un changement du potentiel membranaire rhdadrial (A¥m) dont résulte la
libération de protéines apoptotiques telles queykchrome ¢, Smac/DIABLO, les pro-

caspases 2, 3, et 9 [250, 251]. La libération rhiboclriale du Cytochrome C permet le
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recrutement des pro-capsases 9 par lintermédderépaf-1, renforcant ainsi I'activation
protéolytique du phénomene apoptotique [252,258]Claspase 9, ainsi libérée, active a son

tour en aval les capsases exécutrices tellesegumpsases 3 et 7 [253].

Janssen et ses associés [254] ont étudié la riegulde I'expression des genes
mitochondriaux dans les cellules pulmonaires exg®sel'’amiante. Ills ont ainsi élaboré une
collection d’ARNm pour élucider la nature des gegassont induits ou réprimés apres une
exposition de cellules pulmonaires de rats a I'aeialls ont pu montrer que I'amiante
accroit les niveaux cellulaires d’ARNmM codant pdes ARNr 16S dans les cellules
épithéliales pulmonaires, suggérant que les albdrat de I'expression de ces genes
mitochondriaux pourraient étre impliquées dans dgulation intrinséques de I'apoptose
induite par I'amiante. Driscoll [255] rapporte qo’unhibiteur de la chaine de respiration
mitochondriale, le thenoyltrifluoroacétone, bloque I'activation par paotéine NF-B
(Nuclear FactokB) de la Protéine Inflammatoire des Macrophage @@ Rpreés exposition a

des fibres de crocidolite.

Plus récemment, il a été montré par technique iflugtrigue standard que
I'exposition de cellules A549 a de I'amosite, caimement a des fibres inertes de verre ou de
dioxyde de titane, réduisait la¥'m [248, 256]. D'autre part, il a été noté que l'ante
déclenchait la libération de cytochrome C mitochi@ddans le cytoplasme, aboutissant en
aval a 'activation de la capsase 9. [256] Inverset, une tres faible activation de la capsase
8 (marqueur de la voie de signalisation extrinsépaeles récepteurs membranaires) était
détectée. La variation du potentiel mitochondriski’m était, 4 heures apres I'exposition,
directement proportionnelle au niveau d'apoptose 2d4h aprés la méme exposition, estimé
par I'étude de la morphologie nucléaire et de kgifnentation nucléosomiale de I’ADN.

Notons que la surexpression de Bcl-xl, protéinei-gmbptotique de localisation
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mitochondriale, prévient largement la variatic®¥m du potentiel mitochondrial et 'apoptose
induits par I'amiante. Enfin, le réle des radicdibtres fut aussi suggéré par le fait que les
chélateurs du fer et les agents piégeant les naxilires préviennent les uns et les autres

aussi bien de la réduction 4¢'m que l'activation de la capsase 9. [256]
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Fig.60Réduction du potentiel membranaire mitochondrial de cellulesA549 par
exposition a I'amiante.L’amiante réduit lgpotentiel membranaire mitochondrial¥(,,) de
facon dose et temps-dépendante.6. *P < 0.05 versus témoin controle. [256]
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Fig.61L’amiante, mais pas le verre et Bi®@éduit le potentiel des mitochondriest, des
cellules A549 exposées. [256]
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Fig.63: L'amiante active I'élévation des taux de caspgade facon plus importante que pour
la caspase 8 dans les cellules A549 [256]
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Fig. 65 La surexpression de Bcl-X réduit I'apoptose induite par I'exposition des chules
A549 a I'amiante.Bcl-X_ : cellules surexprimant BcliX Neo: témoins contréles [256]

La pertinencein vivo de ces résultats impliqguant les ROS et la mitodhe est
appuyée par ces données. Par exemple, I'amiantst iFepoptose des cellules épithéliales
pulmonaires comme le montre le marquage des cargefbroncho-alvéolaires par la
technique TUNEL. [240]. L’acide phytique réduitnflammation et la fibrose du tissu
pulmonaire induits par I'amiante [258]. Alors quanexagération de l'apoptose peut

promouvoir la fibrose des poumons, une défaillades mécanismes apoptotique peut a
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I'inverse contribuer a la formation de Iésion carc8es et a la résistance a toute
chimiothérapie. Une étude démontre que les mésothés induits par 'amiante sont tres
résistants aux thérapies en partie a cause derdsigstance a I'apoptose induite par une
expression accrue d’'une protéine anti-apoptotidge;2, et I'expression diminuée d’une
autre protéine pro-apoptotique, Bax [259]. Globaatnces données montrent que la voie de
signalisation mitochondriale intrinseque est imaote dans la régulation de I'apoptose
induite par I'exposition des cellules a 'amianfeterme, les stratégies visant a réduire les
niveaux de ROS induit par le fer et les anomaliesochondriales dans les cellules
pulmonaires pourraient étre bénéfiques dans laeptén de la toxicité des fibres d’amiante.
D’autre part, de ces mécanismes apoptotiques slrérrait émerger une nouvelle stratégie

de traitement des mésothéliomes.

3) La voie extrinseque des récepteurs membranaires

La seconde voie de régulation de I'apoptose intdugignalisation par les récepteurs,
qui sont activés lorsque que FasL (Fas LigantyeoNF-« se fixent a leurs récepteurs
respectifs a la surface de la cellule cible. Cettée de signalisation par les récepteurs
déclenche I'activation de la caspase 8, qui a sandctive la caspase effectrice 3 et en aval
I'apoptose[260]. La caspase 8 peut aussi utiliser une vdierrstive qui met en jeu une

amplification mitochondriale, via la protéine Bith membre de la famille Bcl{260, 261].

Le role de cette voie extrinseque de régulatiofiagmptose induite par I'amiante est
encore peu clair. Certains auteurs montrent qu@riéassion des deux médiateurs EaSNF-
o est accrue apres exposition a I'amiante [262-28Kph et coll.[262] ont montré que les
fibores de chrysotile activent la voie apoptotiqmé&diée par le récepteur Fas dans les
lymphocytes du sang périphérique. Le ThEst libéré a partir des macrophages alvéolaires

et les cellules inflammatoires aprés phagocytose fitees d’amiante. L’instillation intra-
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trachéale de fibres de crocidolite chez le rat@td¢a production de TNE-par les leucocytes

dans le liquide de lavage bronchoalvéolaire [263].

Les effets cellulaires du TN&-sont signalés par deux types de récepteurs (TNFR).
Notons que I'amiante n’induit aucune inflammatioinfibrose discernable chez les souris
n'exprimant aucun des deux récepteurs TNFR, mhisv@érse cause une inflammation et une
fibrose considérable chez les souris de phénotypeagie [264]. Les ROS sont cruciaux pour
la libération initiale de TNF par les macrophagesalaires.Les chélateurs du fer et les
agents piegeant les radicaux libres empécheridediion de TNFalors que les inhibiteudse
la catalase ou le sulfate de fer (qui favoriseatR&©S) promeuvent la libération de TMF-
[265]. D’autre part, deux groupes ont montré q@eckelules transfectées avec le géne codant
pour la Mn-SOD (une enzyme anti-oxydante) sonstésies a I'apoptose induite par le TNF-
a, HyO,, et les irradiations [266, 267]. Ces données neomtque le TNF- et que les ROS
jouent un réle important dans la manifestation elésts toxiques de I'amiante, en partie en
activant la voie de signalisation extrinseque dpdptose. Les moyens de défense contre les
agents oxydants dans les meésothéliomes malins gientrainsi en partie expliquer la

résistance de ces cellules malignes a I'apoptose.

Ces derniéres années, nombreuses sont donc ksséqui se sont révélées d'un
intérét considérable dans la connaissance des &8 moléculaires qui sous-tendent
'apoptose induite par 'amiante [174, 268,269]us’lque Bcl-2, c’est I'analogue Bax qui
pourrait étre responsable de cette insuffisanacgplession des anomalies de I'apoptose. Bax
semble étre sous la dépendance de la protéine ub3entraine I'apoptose lorsque la

réparation de 'ADN n’est pas possible.
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Fig. 67 Les mécanismes moléculaires de I'apoptose induitaiples Iésions de 'ADN aprés
exposition a I'amiante.L’équilibre entre mécanismes oxydants et antioxyslamaintient I'intégrité
cellulaire. Apres exposition a un stress oxydaiverd mécanismes de réparation de I’ADN peuvent
restaurer et regénérer ’ADN. Mais, quand ces méoes de réparation échouent, une activation
séquentielle de la voie apoptotique incluant p58,Bes récepteurs mitochondriaux et la caspase 9,
peut conduire a I'arrét du cycle cellulaire etapbptose. D’autre part,I’activation des facteurs de
transcription de E2F1, ATM kinases, AP-1, etdBFpeuvent, en partie, promouvoir la réparation de
I’ADN et si cette réparation est inefficace peuiva la voie apoptotique
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2.3.3.2. Anti-oxydants
Puisque les radicaux libres sont considérés comume Ides hypothéses probable
pouvant expliquer le mécanisme de développemenpatieologies induites par les fibres
d’amiante, 'un des parameétres essentiels pour jdgece potentiel pathogéne est la capacité

anti-oxydante des cellules pour lutter contre féste déléteres de ces radicaux libres.

< Effet des antioxydants exogenes sur les |ésidhdaiees reliées a 'amiante

Des marqueurs indirects des effets des radicdumeslisur les cellules regroupent
notamment les effets des chélateurs du fer, désxgdants exogenes et des inhibiteurs de la
NOS sur la protection des cellules contre le dégymdment de dommages cellulaires causés
par les fibres. La plupart de ces études sondesitttudes d’inhalatian vivo chez I'animal
soit des études vitro sur cultures cellulaires

La deferoxamine réduit la libération de radicalxds, la formation de ruptures de la
double hélice d’ADN et des autres lésions et domamacgllulaires induits par les fibres
d’amiantein vitro dans la majorité des études. [100, 107, 270, R&4]antioxydants tels que
le glutathion, la N-Acétylcystéine (NAC) atténudattoxicité de I'amiante sur les cellules
[107,272-274]

Les lésions de cellules mésothéliales humainesuitasden présence de neutrophiles
activés par les fibres d’amosite peuvent aussili@itées par des pieges a®4.[275]

Pourtant, les dommages cellulaires induits par ibate ne se limitent pas a ceux liés
aux radicaux libres, c’est pourquoi ces effets t@éds n'ont pu étre diminués par les agents

antioxydants que dans la majorité — et non laitétade ces études.



- 170 -

Les tissus contiennent trois types de superoxysteuttases (SODs) qui transforment
le radical superoxyde en H202 et protegent airsspeimons de la haute tension en oxygene.
[276] Ces SODs sont les MNSOD (Manganese—SOD) kensiitochondries, les CuSOD
(Cuivre-SOD) dans le cytosol et les EC-SOD (ExHatar-SOD) dans la matrice
extracellulaire.[277, 278] Les plus importantes yenas piégeant le peroxyde d’hydrogene
H202 sont les glutathion-peroxydases (GPx) et lalase. La GPx intracellulaire est
principalement localisée au niveau du cytosol dedlules épithéliales, et la GPx
extracellulaire fonctionne au moins au niveau delze épithéliale de la surface des conduits
aériens. [279] La-glutamylcystéine synthétasg GCS) est I'enzyme limitante de la synthése
du glutathion. Les glutathion-S-transférases (GSBsnt une super famille d’enzymes du
métabolisme de phase Il qui catalysent la conjogaidu glutathion réduit avec un
groupement électrophile d’'une grande variété de pos@s. En général, ces réactions
catalysées par les GSTs protegent la cellule destagytotoxiques et cancérigenes. Les
isoenzymes de cette super famille de GST peuventkssées en quatre classes principales
(o, n, 6 etn) dont la répartition varie en fonction des tisswt de nombreuses GST, en
particulier du groupe desGST, ont été détectées dans les poumons huma@k Enfin, a
coté de ces enzymes, la ligne de surface des Bpithaériens contiennent des antioxydants
de bas poids moléculaires tels que le glutath@®1]

Les métabolites réactifs de I'oxygene et les aytek induisent I'expression des
enzymes anti-oxydantes dans les poumons des anid'expérimentation et dans les cellules
issues de divers tissus animaux, et la plus imptatade ces enzymes est la MnSOD. [232-
233] Cette enzyme est induite par les changemantgotentiel redox des cellules, par les
cytokines inflammatoires, telles que le TRkFles interleukines et linterféron H-{283-

300] et par la haute tension en oxygéne dansdesipns d’animaux en hyperoxie. [301-305]
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Dans les cultures de cellules de I'épithéliuntdeduits aérien humains, cette méme enzyme
MnSOD semble induite par les mémes cytokines mas par I'hyperoxie.[306-307]
L’induction des enzymes anti-oxydantes dans lesrmms humains par les cytokines et les
agents oxydants s’est montrée plus variable et snioaportante en intensité que celle de la
MnSOS dans les études réalisées. [306-309]

Les fibres d’amiante induisent les Enzymes Antiy@antes (EAO), la plus importante
étant encore la MnSOD. [310-313] Les résultats rageavec les fibres d’amiante sont
équivalents avec les cellules animales et humaasegui suggere que l'effet de I'amiante sur
I'expression des enzymes anti-oxydantes est moitense que I'effet des cytokines, telles
que le TNF=. [314, 315] Janssen et ses collaborateurs [316¢@mparé I'induction du géne
de la MnSOD dans des cultures de cellules mésateglipleurales humaines et de
fibroblastes pulmonaires humains, exposées a biessfd’amiante (crocidolite ou chrysotile),
a un analogue non fibreux de la crocidolite, labeekite et enfin au systeme
xanthine/xanthine oxydase (X/XO). A I'état de bdss,niveaux d’ARNmM de la MnSOD sont
élevés dans les cellules exposées a 'amiante ggsge@me X/XO et I'induction de la MnSOD
est équivalente pour les deux types d’amiantes.deex fibres et le systeme X/XO causent
un important accroissement du niveau dARNm de |aSKAD dans les cellules, mais
I'élévation du niveau de la protéine immunoréacille-méme reste relativement modeste.
La méme étude montre que la riebeckite non fibregseause pas d’'induction de la MnSOD.
Les différents types cellulaires peuvent répondfférémment : les fibres d’amiante ne cause
aucune élévation du niveau d’ARNm ou de la protélada MnSOD dans les fibroblastes,
contrairement aux cellules mésothéliales, alorslgusysteme X /XO induit I'expression du
géne de la MnSOD dans les deux types cellulaimesvivo, I'inhalation chez le rat de
minéraux fibrogénes non-asbestiformes et de pdetale dioxyde de titane TiO2 causant une

inflammation pulmonaire, sont responsables d'unrassement significatif des niveaux
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d’ARNmM de la MnSOD, alors que les minéraux none@®nes non-inflammatoires échouent
a induire la MnSOD [317]

Les effets de I'amiante sur les autres EAOSs, teljes les CuZnSOD, les GPx et
catalase sont soit inexistants soit beaucoup nioiesses que ceux observés pour la MnSOD
[317,318] D’autre part, I'exposition aux fibres nabestiformes (fibrogénes ou non) ne cause
aucune induction significative de ces EAOs [3HHH). conséquence, I'inflammation joue un
r6le moins évident dans linduction des CuZnSODx@&® catalaseen association avec
I'amiante ou d’autres fibres minérales.

L’heme oxygénase (HO) a des propriétés anti-oxysaptisqu’elle convertit I’'heme
en bilirubine et que 'héme est connu pour formatier comme un pro-oxydant. Or il semble
que cette enzyme HO soit régulée vers une indugt@ne stress oxydant ; c’est ainsi que
cette enzyme peut aussi étre utilisée comme umuear indirect des effets oxydants de
I'amiante sur les cellules. L’'HO est induite pas fédores de crocidolite et de chrysotile dans
les cellules mésothéliales humaines, mais comnst igecas pour la MnSOD, cette induction
pourrait étre spécifique de certains types celletapuisque les fibres d’amiante ne causent

aucune induction de I'HO dans les fibroblastes muiaires humains. [315]

En conséquence, les fibres d’amiante causent uneéuction significative de la
MnSOD et des autres EAOs mais I'amplitude de catiduction apparait plus étre en
relation avec la réaction inflammatoire causée pas fibres qu’avec les espéces oxydantes

elles-mémes.

< Les enzymes anti-oxydantes dans les tumeurs pualin@srnen relation avec I'amiante
On ne connait que peu d’éléments a propos derbsgmn de ces EAOs dans les

bY

pathologies pulmonaires associées a une exposition a l'amiabhten des facteurs
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déterminants a la prédisposition individuelle gparition de pathologies liees a des agents
oxydants résulte probablement dans I'existence ed’'sasceptibilité génétique avec des
variations inter- et intra-individuelles des niveade ces diverses EAOs. Les GST ont fait
I'objet d’études pour leur variabilité génétiqueletrisque de pathologies malignes induites
par I'amiante. [319, 320] Des variations interindiselles de Il'activit¢ des GST ont été
rapportées a la fois dans des tissus sains etd#gngssus malins, apparaissant donc plus étre
en relation avec une variabilité génétigue qu’ale@rocessus pathologique (les niveaux
variables observés de l'activité de la GST sephits la cause de la pathologie et la
conséquence d'un polymorphisme génétique que |sécmence de la pathologie). Le
polymorphisme de GSji-semble avoir été associé a un risque accru descauocpoumon
[321-322] A cbté des GST, d’autres enzymes soricaEsss au métabolisme détoxifiant des
composeés exogenes, l'une d’entre elle étant la dtiyhtransférase (NAT). Des études plus
récentes ont montré que certains génotypes de Id2NAssociés a des expositions
individuelles a des hauts niveaux de fibres d’ameiarenforcaient la susceptibilité a des
troubles pulmonaires liés a 'amiante. [320-321] &#eurs, les individus ayant un génotype
«nul» pour la GST-u combiné a un génotype de AT conduisant au phénotype
« Acétyleur lent » (faible niveau de NAT2 donc réat d’acétylation catalysée par la NAT2
ralentie) présentait un risque doublé de développenésothéliome malin. Peu d’études sont
en réalité disponibles actuellement sur le polyrhmmme des enzymes anti-oxydantes (et en
particulier de la MnSOD) et de leurs conséquenaas Is risque de développer des
pathologies pulmonaires aprés exposition a l'amiantLes variabilités individuelles des
EAOs et les facteurs génétiques combinés avecveanid exposition ont probablement un
réle significatif dans le développement des pathiel® liées a I'amiante et il convient

d’étudier cette piste.
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Les premieres études ont montré que l'une des pplywrtantes enzymes anti-
oxydante, la MnSOD, pourrait se comporter commegene suppresseur de tumeur. En effet,
ces études ont été conduites sur des cellules alesaransfectées du gene de la MnSOD et
ont montré une réduction du caractere malin ddsleslet une réduction de la viabilité des
cellules malignes avec des taux élevés de MnSOPe@ant, la situation est différerite
vivo, ou les diverses EAOs peuvent étre induites sangélhent. Les hauts niveaux des
ARNmM et de la protéine immunoréactive correspondaatMnSOD ont été mis en évidence
dans les mésothéliomes malins humains et dansgiesek cellulaires malignes comparées
aux cellules de mésothéliome pleural sain ou nolinm’autre part, de nombreux groupes
de recherche ont montré de haut niveaux de MnSQ3 dautres localisations tumorales
[323-325]

Janssen et ses son equipe ont plus récemmentéhtu@rnes hauts niveaux cellulaires
de MnSOD sont associés a une faible survie desmatatteint d’'un carcinome du colon.
Cette découverte est en accord avec le réle peatede cette enzyme pour les cellules et les
tissus contre les radicaux libres exogenes et ensy En effet, la résistance a de hautes
tensions en oxygenes et aux oxydants apparaitcétrélé avec I'induction des SOD et de
hauts niveaux de MnSOD dans les cellules. D’autest, pde nombreux substances
cytotoxiques sont aussi connues pour causervaain du NEB, qui conduit a son tour a
une induction de l'enzyme MnSOD. Cependant, deglefturécentes ont montré que
I'induction ou la transfection de SOD sans induttsimultanée des autres EAOs ne pouvait
apporter qu’'une protection minimale, voire nulle lman méme étre délétére en provoquant
un accroissement de la libération dgopl des lésions cellulaires et de I'apoptose. [32H,32
La balance entre les différentes enzymes anti-axgdaest probablement plus importante que
I'activité des différentes enzymes prises isoléme&inalement, les cellules épithéliales des

conduits aériferes, les cellules mésothéliales, celfules endothéliales vasculaires, chez
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I'Homme et le rat, par exemple, consomment les ariglexogenes par divers mécanismes et
'importance de ces divers mécanismes est suppartéa découverte que I'induction de la
MnSOD causée par les fibres d’amosite n’offre pasptbtection pendant une exposition
ultérieure a un agent oxydant ou des fibres. De enpaur le mésothéliome humain, qui est
extrémement résistant a la radiothérapie et a imiothérapie. Ainsi, 'une des questions
essentielles dans ces pathologies tumorales esaw#r si la résistance de la tumeur est
associée a de hauts niveaux de MnSOD, en lien @vednduction de multiples EAOs ou
autres mécanismes qui peuvent protéger de la nedittlaire, tels que la prolifération ou
I'apoptose par des mécanismes non-oxydants.

Les niveaux et les activités des autres EAOs tlmsnésothéliomes sont variables.
Par exemple, les cellules résistantes de mésothélgemblent contenir non seulement de
hauts niveaux en MnSOD, mais aussi des activiggsfgiativement élevées de catalase, de
GPx et des concentrations accrues en glutathiazB8][®armi quatre lignées de cellules
tumorales étudiées, la plus résistante contensiples grandes concentration en MnSOD,
catalase, GPx et glutathion ; De plus, la déplégnrglutathion de ces cellules les rend plus
vulnérable aux agents oxydants exogenes et auxigsagytotoxiques [328]

L’expression de la GSZ-est considérée comme un marqueur tumoral prérsqp&a
Des taux élevés de GST dans une tumeur peuvenasdoeié a une résistance primaire aux
antinéoplasiques. Dans les mésothéliums humaingsgpe toutes les biopsies non
néoplasiques, se sont montrées positives pour &TGSTx et la moitié d’entre elle pour
GST-u. [329] L'expression des GST-pmetst aussi corrélée a la survie. [329] L'activiggla
v-GCS est corrélée avec le glutathion intracellelaire glutathion est requis non seulement
pour la glutathion peroxydase, mais aussi pourékction de la GST et enfin pour le
fonctionnement de la pompe de résistance multivkbiRP située sur la membrane

plasmatique des cellules et glutathion dépendaniee étude a pu, par une technique
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immuno-histochimique avec des anticorps spécifigeela MRD, mettre en évidence
I'expression de cette pompe dans les mésothéliomadéias. Cette découverte suggere un peu
plus I'importance du métabolisme du glutathion dengesistance des cellules mésothéliales
non seulement vis-a-vis des oxydants mais aussiddegues cytotoxiquesn vitro et
probablemenin vivo. [330]

Trés peu données sont connues sur la susceptigéinétique au développement de
pathologies liées a 'amiante mais des donnéesnt@s telles que celles obtenues avec les
GST suggerent qu’'une variabilité individuelles desécanismes anti-oxydants de
détoxification jouerait un role dans le développatméde ces pathologies. L'induction des
défenses pulmonaires, telles que la MnSOD, pacyeskines et les fibres, est bien élucidées
mais le réle de cette inductibilité des divers BAdans la protection des cellulaires et la
prévention des mécanismes de cancerogenese es$ ilain .Les mésothéliomes malins
associés a une exposition a I'amiante révélent erpression accrue des EAOs, plus
particulierement de la MnSOD, mais l'importance aite expression dans I'évolution des
pathologies malignes, les mécanismes de résistalese cellules tumorales contre les

thérapies chimique et radiques, et le pronosti jpiEtients reste peu clair.

Au moins deux mécanismes responsables des effetaaéxiques et initiateurs de
tumeurs des fibres d’amiante ont ainsi été proposeés (i) des lésions de I'ADN
indirectement médiées par les radicaux libres, eti) I'interférence physique directe avec
I'appareil mitotigue. Ces mécanismes restent probdbs mais les questions suivantes
doivent trouver des réponses précises afin de va#d ces hypothéses: les tests de
génotoxicité utilisésin vitro sont-ils représentatifs de la cancérogenése meédipar les
fibres in vivo? Les doses d’exposition utilisées vitro sont-elles équivalentes en effet aux

doses d’expositionn vivo ?
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2.4. Prolifération cellulaire stimulée : 'amiant@st un promoteur

Le développement d'un cancer est, nous le savanstésultat d’'un processus
multifactoriel mettant en jeu une succession d’éméents et conduisant a une prolifération
cellulaire anormale. Si 'amiante se comporte comumeinitiateur (molécule capable de
transformer une cellule en induisant une mutatidoragine d’'une altération irréversible du
génome cellulaire, transmise aux cellules filléls¥’agit d’'un cancérogéne complet par son
action promotrice (permettant I'expression du gaiftéré et la prolifération des cellules
anormales) de tumeur.

Nous verrons qu'il existe deux grandes hypothesms expliquer la prolifération
autonome des cellules initiées : I'activation dst&gnes de transcription sous l'effet du stress
oxydant, et la réaction inflammatoire chronique duisant a une libération prolongée de

cytokines et de facteurs de croissance dans lasqus!

2.4.1. Notion de facteurs de croissance

2.4.1.1. Qu’est ce qu’un facteur de croissance ?

Les facteurs de croissance sont des polypeptidgside moléculaire peu élevé (6-30
kDa) qui régule la croissance et les fonctions deltules, grace a une fixation sur des
récepteurs spécifiques cellulaires de grande #éfii'activation de la cellule se traduit par
une activation de signaux transmembranaires, pwis yne cascade de phénomenes
cytoplasmiques et aboutit a la transcription desegespécifiques d'une ou de plusieurs
protéines.

A la différence des hormones sécrétées a distancaisdu effecteur (sécrétion

endocrine), la plupart des facteurs de croissamgesent sur les cellules toutes voisines
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(sécrétion paracrine), et leur concentration pldgma est trés faible. Certaines cellules ont
des récepteurs pour les facteurs de croissandéegyeoduisent (sécrétion autocrine).

Le sérum est la source principale de facteurs dessance, et ce fait explique la
nécessité d'utiliser une concentration de séruns des milieux de culture cellulaire (en
général, 10%). Seules, les cellules qui produisdies-mémesn vitro leur(s) facteur(s) de

croissance sont capables de se développer sams, s&riamment les cellules cancéreuses.

Endocrine Paracrine Autocrine

Fig. 68Schéma des interactions entre lgs
facteurs de croissance et les cellules

Les principales familles de facteurs de croissaoce regroupées dans la table ci-dessous.

Famille des PDGF (Platelet derived growth factor)
+ PDGF1
* PDGF2, retrouvé dans certaines tumeurs mammaires,
» VEGF (facteur de croissance vasculaire), réle néit@gimportant pour la vascularisation,
* VPF (facteur de perméabilité vasculaire)

Famille de 'EGF (Epidermal Growth Factor)
» EGF, individualisé au niveau des gencives, et delmeuses cellules épidermiques,
» l'urogastrone (URO) sécrété par les cellules gpsts, le rein et les glandes sous-maxillaires,
* le TG ou Transforming Growth Factar,
» l'amphiréguline détectée dans le placenta, le tissmmaire et ovarien

Famille des FGF (Fibroblast Growth Factor)
e numérotés de 1 a 6, et pouvant étre complexéshggaline.

Famille de l'insuline
« IGF-1
e IGF-2

Facteurs neurotropes (NGF)

Fig. 66 les principales familles de facteurs de croissanc
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Le Facteur transformang TGFpE est le prototype d'une famille de molécules
(activines, inhibines, protéines morphogénétiqueseonse) exercant une activité inhibitrice
sur la cellule. Il se lie a un récepteur membranatilisant ensuite 'activation des kinases
sérine thréonine comme les facteurs de croissdheerait I'agent arrétant la repopulation
tissulaire apres une agression. D'autres rolesiqglbggues semblent lui étre dévolus :
différenciation cellulaire, chimiotactisme, stimtiten des récepteurs d'intégrines (adhésion
intercellulaire).

On peut citer d’autres facteurs de mécanisme egi@uimal connu
« la mammastatine (peptide régulateur de la croigsdad'épithélium mammaire
normal),
« les interférons (toute une famille tres complexesdaur composition et leurs
actions),

« le facteur de nécrose des tumeurs (Tumor NecresitoFou TNF).

2.4.1.2. La transmission du signal : rappel des w8 de signalisation

La stimulation des récepteurs aboutit a la transionsd'un signal vers le noyau, par
I'intermédiaire de cascades de phosphorylation.

Il existe plusieurs voies selon le type de récagtda type de cellules, mais le produit
final d'activation pres du noyau est une catégdeeprotéines appelées MAP kinase (pour
mitogen activating protein), dont la mission esiptiesphoryler les genes de transcription de

I’ADN.
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Fig. 67: Schéma du
début de la
transmission du
signal de croissanc

11°)

En [1], le facteur de
croissance dimérise
le récepteur.

En [2], celu-ci est
activé par

. * 2 . phosphorylation
& 3 En [3], cette

1 activation va abouti
a l'activation de la
voie des protéines
G : protéines Grb2
et Sos ou celle des
phospholipase

Deux voies principales aboutissent a cette actiaati
+ Les protéines G
+ Les phospholipases

e Les protéines G

La stimulation de nombreux récepteurs membranaistsetransmise par une classe
de protéines spécifiques, liant le GTP (Guanine-TRPhosphate), appelées les G Protéines.
Elles couplent les récepteurs avec les effectauracellulaires, et a ce titre exercent un
contrdle important de la transmission du signal.

La plus étudiée des protéines G est la protéine Res des protéines intermédiaires
entre les récepteurs et les facteurs de transmmijgtu DNA. D'un poids moléculaire de 21
kDa, il existe trois protéines Ras différentes HsRid-Ras et N-Ras (cf. oncogénes pour
I'explication de ces noms). On connait les deurméx de la protéine Ras (encore appelée

p217%9 : celle liée au GTP (forme active), celle liéeGDP (forme inactive).
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Fig.68: Deuxieme temps de |a
transmission pour la voie de|la
protéine Ras

En [4], la protéine Ras est ur
protéine membranaire, g
lorsqu’elle n’est pas active, €

. sous forme GDP.
. @ GTP En [5], sous l'effet de I
2 stimulation par le facteur de

4 Ras) croissance, le complexe des
S récepteurs actives se
rapproche de Ras, et par sa
protéine Sos va activer
protéine Ras en lui transféra
un phosphore : GTP.

Aprés sa synthése par le ribosome, la protéineaRagsiert un résidu hydrophobe C
terminal qui lui permet de s'arrimer a la membray®plasmique ou elle va jouer un role
essentiel ; stimulée par des facteurs d'échangeali récepteurs (Sos, Grb2), elle transmet la
phosphorylation jusqu’aux facteurs de transcripiarDNA par l'intermédiaire d’'une casdade

de facteurs.

Fig. 69Dernier temps de
transmission

Ras GTP active la protéil
Raf par une
phosphorylation

A son tour Ra
phosphoryle les MAK ou
Mitosis Activating
Protéine Kinase

qui vont activer les

différents facteurs de
transcription du DNA
(dont notamment c-myc et
c-jun).
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Ainsi, la protéine Ras joue un rble essentiel elrgimulus externe provoqué par les
facteurs de croissance et la transcription génétiqgdn comprend facilement que toute

altération du géne Ras, provoquant une stimulatiom contrélée de cette protéine puisse

jouer un role essentiel dans la cancérogenése

e La voie des phospholipases

La phospholipase C (PLC-g) est activée soit parefmédiaire d'une protéine G soit
directement par phosphorylation d'un résidu tymsi@on action consiste a hydrolyser les
phospholipides contenant de l'inositol, et en paligr le phosphatidylinositol en deux
seconds messagers : l'inositol triphosphate aeatgylglycérol.

L'inositol triphosphate permet la liaison Ca/Calmiote qui active de nombreuses

protéines kinases, phosphatases et phosphodiestéras

Fig. 70Schéma des
phospholipases

La phospholipase g
(PLC - g) est activée
Récepteur par une protéine .
Elle libére le
diacylglycérol qui
active la protéine
Cytoplasme kinase C.

Cele-ci libére le
facteur de
transcription NFKB
qui traverse la
membrane nucléaire,
et divers autres
facteurs de
croissance.
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Le diacylglycérol active spécifiguement la protékieaase C ou PKC. La protéine
kinase C active les facteurs de transcription NEF4<Bs et c-jun, et CREB/ATF. Des formes

anormales de PKC ont été démontrées dans certamesirs

2.4.2. Hypothése n°1 : Activation des systéemerdsdription

sous l'effet du stress oxydant

La prolifération cellulaire est nécessaire pouixerf» les mutations induites par les
agents génotoxiques. L’expansion clonale de popualatcellulaires initiées ou pré-
néoplasiques est accélérée par un environnementlatit la croissance des cellules. Une
accélération du rythme de croissance cellulaireda a une augmentation du niveau de
mutations spontanées. La prolifération cellulaist en équilibre avec la différenciation

cellulaire et la mort cellulaire par apoptose.

Sous l'effet de différents stimuli, incluant lesdligaux libres, les cellules soumises a
des situations de stress répondent par une aotivdé systémes de régulation nucléaire qui
permet a la cellule de s’organiser et de contrétar fonctionnement par I'intermédiaire de
protéines régulatrices. Ainsi, I'exposition a de fibres d’amiantes sous certaines conditions
est accompagnée de I'expression de facteurs dectrptions permettant I'expression de

genes controlant la prolifération cellulaire etéparation de I’ADN.

2.4.2.1. Observations expérimentales

< L’exposition a 'amiante conduit & une prolifématicellulaire accélérée

In vitro et a de hauts niveaux d’exposition, les fibregrikante sont toxiques pour une

large variété de population cellulaires. Nous llay@u précédemment, on suppose que cette
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toxicité est le fruit de la libération de radicalibres ou de I'inhibition de la prolifération
cellulaire par interférence physique directe avacnlitose. Pourtant, dans le respect de
certaines conditionsn vitro, les fibres d’amiante induisent la prolifératioe dellules
épithéliales trachéo-bronchiques de hamster [1@8]fibroblastes pulmonaires chez le rat
[424] et de cellules mésothéliales pleurales ds. [dtl8] La prolifération cellulaire de ces
populations-cibles dans le poumon et la plévre ayssi étre observée apres instillation intra-
trachéale [425-426], apres inhalation [427] ouedtipn intra-péritonéale de fibres
d’amiante. [428] Ces réponses précoces survienrsmt les populations cellulaires
susceptibles de donner lieu a une transformatiaplagique maligne, a savoir I'épithélium
bronchique, les cellules épithéliales alvéolaires tgpe 1l et les cellules mésothéliales.
Cependant, la prolifération de macrophages, deobibstes interstitiels et de cellules
endothéliales vasculaires a pu aussi étre obselaée ces modéles animauxvivo [429] :

ces réactions prolifératives sont associées aibgegese et a la fibrose caractéristiques d’'une

réponse inflammatoire permettant la cicatrisatiome Iésion.

< Altérations cellulaires caractéristiques expliduaatte prolifération

Dans les cellules pré-néoplasiques, la prolifératiis en évidence est le fruit d'un
équilibre entre facteurs favorisant la croissanedulaire (facteurs de croissance et proto-
oncogenes) et facteurs protégeant les cellulesedelie prolifération (génes suppresseurs de

tumeur)

O Les facteurs de croissance et les voies de tratieduwlu signal et proto-oncogenes

Comme les autres agents génotoxiques et les RQ@#iahte modifie le

fonctionnement cellulaire en stimulant les cascatkesransduction du signal. Par exemple,
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les cellules exposées a divers stimuli tels quedgsnnements UV, les irradiations, op(4
peuvent chacun, rapidement, accroitre I'activatioembranaire de tyrosine kina@eK), la
protéine kinase C (PKC), mitogen activated protein kinagRlIAPK), qui par des cascades
de signalisation, activent des facteurs de trapson tels que AP-1 et le facteur hB-
(nuclear transcription factor kappa)B331-335] Les membres de la famille des MAPK,
telles que les kinases activée par un signal eslttda@ire (ERK1 and ERK2), I'extremité
NH2-terminale de la protéine kinasgun frotéine kinase activée par le stress (JNK/SAPK),
et p38 sont activées par une tres grande variéstimeli extracellulaires.[334] L'équilibre
critique entre les voies d’activation de ERK etJiK/p38 pourraient jouer un role essentiel
en promouvant la survie cellulaire ou 'apoptost8€] Zanella et ses coll.[337] ont montré
que 'amiante, mais pas ses analogues non fibtimule la phosphorylation prolongée de
ERK1 et 22t augmente l'activité de ERK2 dans les cellulesatiéliales pleurales de ris.

ont aussi découvert que I'activation de MAPK iridupar I'amiante est atténuée par un
inhibiteur de la protéine kinase associée au récepiu facteur de croissance épidermique
(EGF-R). Ces données montrent que I'amiante petiveacla voie de signalisation de la
MAPK par l'intermédiaire de EGF-R de facon équérde aux rayonnements ionisants et a
H.O,. [338] Drailleurs, Faux [339] montre que I'amiandémule la cascade de la Proteine
kinase C dans les cellules pleurales de rat apteplaosphorylation du récepteur du facteur
de croissance épidermique (EGF-R). En examinantalpacité de différentes matiéres
minérales (cancérigenes ou non) a sur-exprimer écepteur EGF-R dans ces cellules
mésothéliales, il a été observé que les fibrasdragenes induisent une expression accrue du
récepteur EGF-R, et initient la cascade de sigatidis conduisant a la prolifération cellulaire
et a la cancérogenese. Manning et coll [340] déreahtque des souris exprimant un
récepteur EGF-R mutant négatif (transfection djgne dominant conduisant a un récepteur

d’activité diminuée ou nulle) manifestaient une lipgoation des cellules épithéliales
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pulmonaires diminuées . Jimenez [341démontré que I'amiante pouvait induire I'apoptose
des cellules mésothéliales pleurales de rat pativation de ERKet non de JNK/SAPK,
alors que HO; induit 'apoptose par activation des deux voiesileurs, le role des ROS est
suggéré par I'observation de la réduction de Natgtide ERK en présence de catal&ds&C,

ou d'un traitement des fibres par le chélateuratu(déferoxamine). Cependant la régulation
des signaux de la prolifération ou de la mort daillte est complexe. Par exemple,’ (peut
intervenir dans la progression du cycle cellulagentrblée par la protéine Ras
indépendamment de MAPK et JNK/SAPK.[342] Cependinisurexpression de MnSOD,
responsable d’'une diminution de ung @ténue I'apoptose des cellules par des mécanismes
qui sont directement corrélés a une réduction’agivation MAPK, JNK/SAPK et Nk
B.[343]

NF«B est un facteur de croissance hautement réguigigue dans I'activation d’'un
grand nombre de genes, incluant ceux des cytokifaeseurs de croissance, molécules
d’adhésion, ou encore des proto-oncogenes — panm@&ec-myc — impliqués dans la
prolifération cellulaire et I'apoptose.[344] La rdation de I'expression des genes des
cytokines par NEB est un fait essentiel puisque les cytokines actées dans les cellules.
NF«B est un dimere de deux protéines de la famille(F®0 et p65) qui est activé dans le
cytoplasme par phosphorylation de ses inhibitelBx( etc.) conduisant a la dégradation par
protéolyse dexB et a la translocation vers le noyau du dimérel @e lie a 'ADN. Trois
lignes de données expérimentales suggerent queO&srégulent I'activation de NB: (1)
les oxydantstels queH,O, activent NkB, (2) les agents activant KB , tels que le TNE,
I'lL-1 3, les radiations et les endotoxines générent wsstoxydatifet (3) les anti-oxydants
(endogénes ou exogenes) et les chélateurs diétkrisant la libération des ROS, diminuent

I'activation de NkB.[344]
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L’amiante active les facteurs de transcription dane grande variété de populations
cellulaires. Janssen et ses collegues,[345] esaittl des technique de transfection dans des
cellules épithéliales trachéales de hamster, onitrdaque I'amiante crocidolite cause une
activation prolongée et dose dépendante de l'aativade la transcription des genes
dépendants de MB. Le réle des ROS est suggéré par la diminutiofadmison de NEB a
I’ADN en présence de NAC. Plus récemment, ces m&uesirs ont exposeé des rats pendant
cing jours a des fibres de crocidolite ou de sbtije inhalées et ont démontré par
immunofluorescence un accroissement de p65 danselises épithéliales des conduits
bronchiolaires et au niveau des sites de dépdb] Bdntrairement aux cellules épithéliales, a
aucun moment il ne fut noté d’activité dans lesubes mésothéliales.

Simeonova [347,348] a montré que I'amiante gdHactivaient tous les deux MB et
NF-IL-6 dans les cellules A549 et cellules épithi&ls bronchiques humaines normales, qui, a
leur tour, activent I'expression des genes etidaration des protéines IL-8 et IL-6. La
encore, le role des especes reactives dériveesorggéne (ROS) était suggéré par
I'observation que les « piéges » a H& NAC atténuaient tous les deux I'activité degtdars
NF<B et NF-IL-6 et I'expression des IL-8 et IL-6 intks par I'amiante ou D, Par
ailleurs, la libération de I'lL-8 induite par I'aamte — de méme que activité des facteureBNF
et NF-IL-6 — est réduite par des inhibiteurs d@kC (staurosporine) et de la tyrosine kinase
(génistéine ou herbimycine A), ce qui suggére dlmportance de ces deux cascades de
phosphorylation pour ces facteurs de transcriptibounsbury [349], en examinant
'immunoreactivité de la PKC et de son substradducine-phosphorylée (P-adducine), dans
des cellules pulmonaires, montre que l'activatienlal PKC dans les cellules épithéliales
pulmonaires est une conséquence de l'inhalatiorfilttes d’amiante et peut expliquer

I'activation de la prolifération cellulaire
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Gilmour [350] remarque de son coté que les longiie®s d’amiante amosite
accroissent I'activité transcriptionnelle de #¥8Fet AP-1 dans les macrophages alvéolaires de
rats, par un mécanisme directement en corrélatren da libération des radicaux libres par
les fibres (testée par I'analyse des lésion a 'ADRaux et Howden [351] ont noté que
I'activation par 'amiante de ces facteurs de tcaipsion (NFB et AP-1) est réduite par la
vitamine E, un inhibiteur de la peroxydation depides, ou par l'acide-5,8,11,14-
eicosatetraenoique, un inhibiteur de la lipoxygénasais pas par I'indométhacine, un
inhibiteur de la cyclo-oxygénase. Ces données saggque I'amiante induit la libération de
radicaux libre, notamment de radicaux de type* @ ou de lipoperoxydes, activant les
facteurs de transcription MB, NF-IL-6, et AP-1 dans les cellules cibles, qui, a leur tour,
augmentent la réponse inflammatoire et fibrotique fibres.

L’amiante et les radicaux libres libérés peuvergsaagir comme un promoteur de
tumeur en augmentant considérablement la proliGératellulaire, développant ainsi un clone
de cellules. Divers genes sont surexprimeés dansskass pré-néoplasiques de rats traités par
des fibres d‘amiante. La surexpression de prot@geces anyg fra-1 et de egfr est
démontrée a différents étapes de la cancérogenésiei par I'amianteUn réle possible de
Fra-1, une protéine dimérique libérant le facteaer tchnscription AP-1, est avancé par
I'observation de son expression dose-dépendtante des cellules mésothéliales exposges
vitro a des fibres d’amiante. [352] Les ROS sont connpesr induire notamment
I'expression précoce des gerefsandc-myc[353] L'amiante active la famille des facteurs
de transcription AP-1, incluant des homodimeres/dlin) et des hétérodimeres (Fos/Jun),

dérivés des proto-oncogénes de la famille ddsset c-jun.[335,350,351]
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@® Les genes suppresseurs de tumeur

A linverse des facteurs de croissance, ¢gmes suppresseurs de tumels que
TP53 Rb1, pl6INK4a, pl5INK4b, WT1, ATM{ NF2 gardent lintégrit¢ du matériel
géneétique des cellules en prévenant I'expansiomatdy la croissance cellulaire et la
métastase de cellules dont 'ADN est altére, eéréint le temps nécessaire a la réparation de
'ADN ou a I'apoptose.[354] Il n’y a que peu d’'infoations sur le réle de la plupart de ces
genes suppresseurs de tumeurs dans la pathogesseafattions liees a I'amiante. Aucune
altération du gene du Retinoblastor®d n'a pu étre retrouvé dans les cellules de
meésothéliome humain. WT1 serait tout autant expridaés les cellules mésothéliales
humaines normales ou malignes. Néanmoins de plydusnd’éléments suggerent que les
altérations ponctuelle deP53seraient importantes. Les mutations ponctuellssedens 5-8
du géne de p53, qui est localisé sur le locus pl8hdomosome 17, sont présentes dans plus
de 50% des cancers humains, et particulieremens des cancers du poumon. [354]
Démontrée, et en conflit avec les frequentes naratide géne de cette phosphoprotéine,
'accumulation de la protéine p53 dans les carti@s pulmonaires humains est directement
corrélée au contenu en fibres d’amiantes, suggéramllongement de sa demi-vie mais la
relation entre mésothéliomes et p53 reste confds®.B56] p53 induit les génes impliqués
dans l'apoptose, incluant Bax, aussi bien quegkses impliquées dans l'arrét du cycle
cellulaire(p21 WA ©P1 GADD 45), l'autorégulation de p53MDM2). [354] La
surexpression de p53, qui signale généralementy$fomictionnement de cette protéine,
intervient aussi dans les troubles fibrotiques mraires.[357,358] Misrf859] a démontré
une expression augmentée de la protéine p53 aawiges sites de déposition des fibres
inhalées (bifurcations des conduits bronchiolo-al@iées) chez le rat. Cette immunoréactivité

expérimentale de p53, qui se manifeste d’abord demsmacrophages alvéolaires et les
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cellules épithéliales des conduits aériens, atomt apogée huit jours aprés I'exposition et
retrouve son niveau de base apres 30 jours.

Les taux d’ARNmM de p53 sont généralement corraléesc I'étendue des Iésion de
I’ADN, alors que les taux de la protéine p53 elléme peuvent aussi étre augmentés par des
mécanismes de régulation post-transcriptionnebd]Bien que les mécanismes moléculaires
régulant 'expression de p53 apres les dommages pab ’ADN ne soient pas encore bien
établis, des protéines reconnaissant ’ADN lésé smrt autant impliqué que des mécanismes
dépendant du potentiel redox et du stress oxydatik la cellule. [354] L'une des prot€ines
régulant potentiellement p53 est PARP puisque il@ellastes V79 déficient en PARP ne
peuvent induire TARNmM de p53 et sont incapables sudbir I'apoptose.[362] Puisque
I'amiante induit des dommages a I’ADN et I'activatide la protéine PARP dans les cellules
meésothéliales et les cellules épithéliales alvéedaen culture, I'activation de p53 pourrait
étre responsable de l'arrét du cycle cellulaireeet’apoptose, qui se manifestent aussi dans
les cellules cibles.[360,368)ans cette optique, les fibres de chrysotile inghtisin arrét du
cycle cellulaire des cellules mésothéliales, gtiegsrelation avec une expression accrue de
p53 et une accumulation de cellules en phase G@/@gde. [363]Il est aussi noté que les
fibres de chrysotile sont plus efficaces sur cenpgue les fibres de crocidolite, et que
chacune des deux types de fibres induit un faidnle ’apoptose<3%), suggérant que les
mécanismes de réparation de I’ADN restent relatengnet suffisamment efficaces pour que
la survie cellulaire soit maintenue. Comme le rdpdéroaddus,[364] le “choix” de la survie
ou du suicide cellulaire apres exposition a I'arteasépend probablement des caractéristiques
de la cellule exposée (par exemple, des capadit®x@ydantes et de réparation de 'ADN de
la cellule), de I'étendue des lésions et de fastexternes tels que les signaux de croissance

cellulaire.
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L’état d’oxydation de la cellule (statut redox) nubel aussi I'activité p53 mais le réle
de I'amiante dans cette hypothese n’a pas encérsuffisamment évalué. Hainaut et Milner
[365] ont montré que la liaison de p53 a ’ADN &dtibée par un chélateur du fer (catalyseur
de la libération des especes radicalaires oxydpatemugmentée par les agent réducteurs. Le
réle d'un éventuel équilibre rédox dans I'expressie p53 dans les cellules transformée est
aussi suggeré par la découverte que les antioxydamenant des groupement sulfhydryle tels
que NAC, et non les antioxydant interrompant lactiéa en chaine, tels que la vitamine E,
induisent I'apoptose de ces cellules transforméas $action de p53.[361] La thymidylate-
synthétase, qui est une protéine enzymatique réquaé le statut rédox de la cellule, a la
capacité de se lier, dans certaines conditionSARNmM de p53 et ainsi de diminuer sa
synthese en empéchant la traduction de cet ARN®I.[BGvantage d’investigations nous
fourniront sans doute une meilleur visibilité sue @oint, notamment en définissant
précisément la nature des génes impliqués dangrésgion de p53 induite par I'amiante, ou
en déterminant les conséquences d’une interactien la virus SV40 dont I'antigéne grand T
est capable de lier et d’inactiver p53.

L’'une des grandes cibles en aval de p53 est I'idaae p21. L'expression de p21
peut aussi étre induite par des mécanismes indapende p53. La protéine p21 se lie a un
grand nombre de cyclines et des kinases dépenddetescyclines (CDK pour cyclin
dependenkinases), et de ce fait, inhibant I'activité kinade ces protéines, bloquent la
progression du cycle cellulaire au niveau du pdetcontrole en phase G1. [367] En effet,
la prolifération cellulaire est contrdlée par I'espsion de ces cyclines et CDK, qui sont
activées et désactivées selon une séquence teepidueatycle cellulaire. La surexpression de
ces cyclines conduit & une stimulation continuecgiale cellulaire et une prolifération
cellulaire accrue. La cycline D1 est un régulatessentiel de la phase G1 et sa surexpression

a été rapportée dans plusieurs lignées de cetluhesrales humaines, incluant notamment des
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lignées de cellules mésothéliales. L'un des immrtanhibiteur de la croissance est pl6 ; il
s’agit d’'un inhibiteur de la CDK-4, qui est mutéa délétée dans un grande majorité des
lignées cellulaires cancéreuses humaines, dontceiisles de mésothéliome malin. Ces
données apportent des explications a l‘activatiatoa@ine d’au moins deux facteurs de
croissance (PDGF et TGk}, qui semble jouer un réle non négligeable danmddifération
autonome et incontrélée des cellules mésothélrabdgnes.

Alors que les mécanismes d’expression de p21 déperde p53 sont étroitement
associés a des lésions de I'ADN, les mécanismegpuEssion de p21 indépendant de p53
mettent en jeu une variété de voies incluant l&sgémnce, TG% et les ROS.[368-370]e
blocage de la prolifération des cellules alvéekide type Il induite par I'hyperoxie semble
liée a un mécanisme dépendant de p53.[371,372pleepathogénique de p53 et p21 dans la
fiborose pulmonaire est évoquée par l'expressionrugccde ces deux protéines dans
I'épithélium bronchiolaire de patients atteints fitwose pulmonaire idiopathique. D’autre
part, 'expression de p21 induite par les fibrexdeysotile et de crocidolite dans les cellules
meésothéliales provoque une pause dans la proldératellulaire.[363] Johnson et
Jaramillo[370] notent que 'amiante crocidolite sawn arrét du cycle de cellules A549, en
corrélation avec I'expression de p53, p21, et GABR1Une étude montre que I'expression
accrue de p2l1l se manifeste dans 73% des carcinpute®naires humains et avec une
corrélation directe avec la survie a cing ans, pet€lamment du stade de la tumeur ou de
I'expression de p53.[373]

Ces données soulignent la complexité de linteacentre p53 et p21 dans la
pathogenese des atteintes fibrotiques et tumoglésonaires. D’autres recherches sont
nécessaires pour déterminer le réle exact desaaxliitbres issus de I'exposition des cellules
a 'amiante dans l'altération de I'expression dd g2 la manifestation de ces conséquences

sur la prolifération cellulaire. [374]
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2.4.2.2. Mécanismes globaux responsables de lalgaration cellulaire

Les preuves expérimentales permettent de mettrévatence quatre mécanismes
potentiels de stimulation cellulaire en réponse é&bres d’amiante: (i) la stimulation
cellulaire compensatoire en réponse a la toxiifela stimulation des voies intracellulaires
de transduction du signal, (iii) la stimulation dycle cellulaire et de la mitose, et (iv)
I'induction de I'expression des facteurs de craisseet de leurs récepteurs. [68]

D’abord I'agression des cellules cibles a été dénée a la surface du mésothélium
pariétal aprés injection intra-péritonéale diredi fibres d’amiante (crocidolite) chez la
souris. Ces agressions localisées de I'épithélfianoriseraient la translocation des fibres et
des facteurs de croissance dans l'interstitium puobire, soit apres inhalation, soit aprés
instillation intra-trachéale des fibres d’amianite. prolifération cellulaire réactionnelle serait
alors déclenchée dans ces zones d’agression ealis

Un second mécanisme conduisant a la stimulatida geolifération cellulaire par les
fibres serait le déclenchement de voies de tramistudntracellulaire du signal de
prolifération. Quelgues-unes des étapes biochinsigleecette voie sont communes aux fibres
d’amiantes et aux autres promoteurs de tumeursusonih y a une importante preuve
expérimentale de cette action promotrice de tumeéer 'amiante, en particulier sur
I'épithélium trachéo-bronchique. [159] Par exem@el. Mossman a pu, des 1991, mettre en
évidence les événements suivants : expressioneaderliornithine décarboxylase, activation
de la protéine kinase C, hydrolyse des phospha@gmbntenant de l'inositol et ces éléments
semblent étre initiés par les ROS [112] Depuisplesives venues renforcer cette hypothéses
sont nombreuses

Un troisieme mécanisme conduisant a la stimulad®ia prolifération cellulaire est le

déclenchement direct de la mitose en I'absencexdeité cellulaire. Cette action exige soit la
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liaison des fibres a la surface des cellules soit phagocytose. Il semble que ce mécanisme
soit lié a linstabilité génétique et a linductiotles proto-oncogénes c-fos et c-jun, la
stabilisation/inactivation des génes suppresseertugheurs, conduisant a la disparition du
point de contrdle du cycle cellulaire en phase G1.

Enfin, les fibres d’amiante pourraient aussi décter la prolifération cellulaire en
induisant I'expression des facteurs de croissahcke éeurs récepteurs, activant ainsi la voie
de croissance par stimulation autocrine. Le lignegirexposition a 'amiante et I'induction de
I'expression de ces genes, a longtemps été inconais il semble qu’il s’agisse de la
libération des ROS, responsable de l'activation féeteurs de transcription nucléaire et
notamment du facteur NB.

Ces hypothéses reposent sur la nécessité d'uneadtiten directe avec ou de la
phagocytose des fibres d’amiante par les celluibtex de la prolifération. De facon
alternative, un mécanisme indirect, n’exigeant pascontact direct entre les fibres et les
cellules cibles, conduisant a la libération de kiytes et de facteurs de croissance par les
cellules inflammatoires est avancé par certairteuais. [68] Cette deuxieme hypothése, qui
n'exclut pas la premiere, sera détaillée dans tagraphe suivant. En tout cas, rappelons que
la stimulation de la prolifération cellulaire rende l'instabilité génétique des cellules et
multiplie ainsi les altérations génétiques et épéggues observées dans les cancers

pulmonaires et les mésothéliomes. [112]

2.4.3. Hypothese n°2 : réaction inflammatoire chigoie

Les modeles animaux ont permis une meilleure céh®sion de ces mécanismes.
Plusieurs voies d’exposition ont été utilisées, wwn l'instillation intra-trachéale ou

I'inhalation, plus proche de la réalité de I'expimsi chez 'homme.
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2.4.3.1. Une inflammation en deux temps

Le dépbt de fibres d’amiante dans le territoireéalaire induit deux types de réponse
qui se succedent en deux temps : [68]
1. une alvéolite macrophagique caractérisée paffflux @e macrophages dans l'interstitium
et I'espace alvéolaire. Les macrophages sont ke cellulaire initiale des fibres et autres
particules qui se déposent dans les poumons, leaces péritonéaux et pleuraux. La
phagocytose des fibres d’amiante est accompagndaamation des macrophages, dont
résulte une libération accrue de radicaux libdesmédiateurs pro-inflammatoires (cytokines
et protéases) dont la quantité est proportionnalie nombre de fibres déposées. Ces
médiateurs chimiques amplifient la réaction inflaataire locale.
2. cette inflammation est le préalable a I'instatlatiprogressive d’'une fibrose dont le siége
initial est péri-bronchiolaire. Les observationsammopathologiques [375] suggerent une
extension de la fibrose a 'ensemble de I'inteistit, en rapport avec une migration des fibres
vers les lobules périphériques sous-pleuraux.

Les mécanismes responsables de ces réactions nméiemnes, locales puis diffuses et

chroniques, seront brievement exposées dans lagrpphes suivants.

2.4.3.2. Le recrutement des cellules inflammatoise
Il a ainsi été montré que les dépbts de fibre déemte au niveau des canaux alvéolaires
induisaient chez le rat, dans un délai de 12 ae24ds, un afflux de macrophages alvéolaires.
Cet afflux des macrophages au niveau des sitegplesdion des fibres d’amiante est obtenu
par l'intermédiaire de I'activation de facteursrolotactiques. Ainsi, au niveau de poumons,
le facteur chimiotactique Cb5a (fraction du complatheemble jouer un réle essentiel dans le
recrutement des macrophages. [376] Les macrophaigss activés libérent des agents

chimiotactiques, telles que le leucotriene B4, \ide I'acide arachidonique, qui favorise
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I'afflux des neutrophiles ; mais aussi les intekiees IL-1 et IL-8, MIP-2 (Macrophage
Inflammatory Protein 2) et le TN&{Tumor Necrosis Factad). Ces cytokines qui favorisent
la neutrophilie et la pérennisation de l'afflux m@mhagique avec sécrétion de facteurs
favorisant pro-inflammatoires et fibrosants (fibestine-1 et Smooth Muscle Actin) [377] La
stimulation directe par phagocytose des fibresndlirecte par les cytokines déclenche la
synthese et la libération de médiateurs additiannets polynucléaires neutrophiles et les
macrophages liberent, comme décrit auparavant, edggeces radicalaires dérivées de
'oxygene, responsable de Iésions de I'ADN. Paleaik, des enzymes protéolytiques et
hydrolytiques peuvent étre libérés, atteignant &aniorane basale et le tissu conjonctif des
poumons. Des facteurs de croissance pour les fdsts et les cellules épithéliales
(alvéolaires et pleurales), tels qudeansforming Growth Factog (TGF-B), I'Insulin Growth
Factor (IGF-1) et lePlatelet-derivated Growth FactofPDGF) sont aussi libérés.[377] La
libération de ces médiateurs est une réponse rémifisjpe a I'agression pulmonaire ; malgré
tout, il existe un équilibre entre ces cytokinesfatteurs de croissance, qui restaurent
normalement le poumon dans sa structure et saglbgs originale. On suppose que c’est le
déséquilibre entre ces médiateurs qui contribuerageix effets pathologiques des fibres

d’amiante. [378]

2.4.2.3. Effets biologiques de ces médiateurs inffenatoires.

La libération incontrblée ou persistante de ces iatédrs inflammatoires peut
conduire a des lésions tissulaires, avec fibroselifgration de cellules épithéliales et
mésenchymateuses. En effet, les études animalg®ionis de mettre en évidence les notions
de susceptibilité individuelle et d'effet seuil {l@xpositions doivent étre suffisantes pour

entrainer des lésions) ainsi que le role aggrad@rd poursuite des expositions sur les lésions



-197 -

constituées. Les effets toxiques de I'amiante aomplifiés par la présence de neutrophifes
vitro. Selon Rom, les lésions de I'épithélium alvéolagtede la membrane basale sont
particulierement dangereuses car elle permet I&ades fibres d’amiante et des cytokines a
I'interstitium pulmonaire [376]

Concernant les données chez 'homme, les technidegzélévement du liquide de
lavage broncho-alvéolaire ont permis de retrouverzcles personnes exposeées aux fibres
d’amiante une alvéolite macrophagique [376] airsnha@fflux de polynucléaires (3 a 5% du
total cellulaire) attribué a la production de lewigme B4 par le macrophage alvéolaire.
Inconstamment, une éosinophilie locale est obseridg® lymphocytose alvéolaire est
observée chez 30% des patients avec une augneentiatirapport CD4/CD8. [378] Mais le
pronostic et I'évolution clinique de ce sous grougmenparé a I'ensemble des personnes
exposees sont actuellement inconnus [379] Le lyroytieoT semble jouer également un réle
important pour ses effets essentiellement inhibsteawr la fibrose par I'intermédiaire de la
production d’interférory. [380]

La fibrose pulmonaire est frequemment accompaghée grolifération des cellules
alvéolaire de type Il [380]. La relation entre piration cellulaire épithéliale subie, la fibrose
pulmonaire interstitielle diffuse et le carcinomemichique reste pourtant controversée. La
prolifération des cellules mésothéliales, en paligc de la plevre viscérale, est aussi une
réponse précoce a linstillation intra-trachéalefitbees d’amiante. Pourtant, a ce moment
précoce de la période d’exposition ou de post-gitjpo, aucune fibre n’a pu étre observéee
dans la plevre viscérale et la prolifération celitd semble donc étre indirectement liee a
I'action de cytokines et des facteurs de croissdii@rés par les macrophages interstitiels.
[381] La relation entre libération chronique ou gistante de ces cytokines et facteurs de
croissance, prolifération chronique des cellulessati@liales et développement de

meésothéliome malin n’est cependant toujours pdsiéta
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analyses de liquides de lavage bronchoalvéolairpatient atteints de fibrose asbestosique

ont permis une meilleure compréhension des mécasighysiopathologiques de la fibrose.

Les effets, parfois contradictoires, de certainglfules et de certaines cytokines, avec des

effets tantdt pro-fibrosants, tantét protecteurggntrent la complexité extréme de ces

mécanismes et la nécessité de poursuivre les épalescompléter la connaissance de ce

processus inflammatoire.

Agents chemo-attractal
pour les fibroblastes :
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prostaglandine E2
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Fig. 71: Représentation schematique de la reponse infetmra aux fibres.
PNN : polynucléaire neutrophiles, LLBA : liquide thvage broncho-alvéolaire ; MIP-2 : macrophage

inflammatory protein ; MCP-1 : monocyte chemotagiiptide
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Liu a déemontré que des souris hérérozygotes C578P®, dont les génes codant
pour les deux récepteurs 55kd et 75kd du BN$ont « désactivés », sont incapables de
développer une réaction fibro-proliférative apresxposition a I'amiante. Ces données
supportent I'hnypothése selon laquelle le TFeuerait un réle majeur dans le déclenchement
de la fibrose interstitielle pulmonaire. Méme sixpression du gene codant pour le TNt
la production de cette protéine était augmentées diesm poumons de souris hétérozygotes
exposees a I'amiante, le manque de récepteur graieg souris du développement de cette
fibrose. L'expression des génes codant pour le ¥Gfansforminggrowth factor) et la
chaine A du PDGF (platelet-derived growth factes) réduite dans les cellules de souris
hétérozygotes par rapport aux animaux-controlesjuceonfirme que le TNk-génere cette
effet fibro-prolifératif au travers de I'activatiatiautres facteurs tels que TGFet PDGF qui

contrdlent la croissance cellulaire et la productie matrice extracellulaire. [382]

Dans les poumons et la plevre, l'inflammation clgae et la fibrose sont des
réactions courantes a l'exposition a des fibresmiinte. Une question meécanistique
importante reste sans réponse convaincante : iy @et liens entre inflammation, fibrose et

cancer induits par les fibres ?

2.5. Discussion : des connaissances tres hypothétig

2.5.1. Synthése des hypothéses mécanistiques ckrcganese

A ce stade du développement, nous pouvons darnguli fci-dessous tenter de faire
une synthese des différents hypothéses permettanplidquer le mécanisme d’action

cancérigenes des fibres d’amiante. Cependant, sgtthese ne saurait étre exhaustive, et il
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convient de garder en téte la complexité de chadew étapes décrites dans les pages

précédentes.

Le mécanisme le plus souvent mis en avant est delda formation d’EADO (ou
ROS). Un second mécanisme repose sur l'altératda gloidie de certaines cellules.

Les fibres qui se déposent dans le poumon songeptikles d’interagir localement, et
aprés migration, avec les macromolécules (proteiplesspholipides), et d’étre internalisées
par les cellules (macrophages, cellules bronchigheolaires, cellules mésothéliales). Il en
résulte un stress oxydatif associé a une phagaeypas les macrophages et les cellules
epithéliales. Pour certaines cellules, une actwatidle la PKC et d'autres cascades de
signalisation déclenchent un signal en réponsagedaction fibres-cellules. Les oxydants et
les facteurs clastogenes susceptibles d’étre pgduicours de ces réactions provoquent alors
différentes réponses, dont 'endommagement de I'ABN l'activation de facteurs de
transcriptions (Nk AP-1...). Il résulte de 'endommagement du génoraetivation des
systemes de réparation et, pour les cellules die,aye déclenchement des systémes activant

les points de contrdle du cycle cellulaire.

Abréviations de la figure de synthése ci-dessous

ROS =reactive oxygen species; RNS = reactive gaimospecies; D, = Péroxyde
d’hydrogéne; @ = anion superoxide; HO= radical hydroxyle!NO = oxide nitrique;
*ONOO = peroxynitrite; ADN = acide désoxyribonugiee; MAPK =mitogen
activated protein kinase; PKC = protéine kinasd' K= tyrosine kinase; FAK = fo¢a
adhesion kinase;xB = inhibitory protein kappa-B; N = nuclear factor kappa-B;
AP-1 = activated protein-1; Mn-SOD = manganese-S@MDJZn-SOD = cuivre/zinc-
SOD; GPx = glutathione peroxidase; TN&tumour necrosis factorx; IL-
1 =interleukin 1; TGF:=transforming growth factof; PDGF =platelet derive
growth factor; IGF-1 = insulin-like growth factor; 1L-8 = interleukin 8; MIP-%
= macrophage inflammatory proteig;IMIP-2= = macrophage inflammatory prote
2x; MMP-1 = matrix métalloproteinase 1; KGF = keratigte growth factor.
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La stimulation de la réparation de 'ADN et l'ard cycle cellulaire seront mis a profit par
les cellules pour restaurer I'intégrité de leur én@al génétique, mais le maintien de cette
intégrité dépendra de la qualité et de I'efficacité la réparation. L’émergence de cellules qui
ont échappé au controle ou a la réparation ser&lément capital dans la progression
néoplasique. L'autre mécanisme suggéré comme tagitase sur des études cytogénétiques
qui ont démontré la présence d’anomalies chromagoesi (aneuploidie, anomalies
chromosomiques..) dans les cellules en mitose &egoau fibres d’amiante, résultant de
l'interaction des fibres de grande taille avec ¢eganites cellulaires et de I'entrave a la
dynamique cellulaire pendant la mitose. Les effetisiques et génotoxiques des fibres
dépendront non seulement des interactions direelkdes-fibres, mais également de facteurs
produits au cours de ce processus. Dans ce donlaméacteurs chimiotactiques pour les
cellules inflammatoires, les facteurs de croissauseeptible de produire a leur tour un stress
oxydatif et d’entretenir la prolifération des cédls cibles sont des éléments a prendre en

compte.

2.5.2. Propriétés et activité biologique des fibreguestions sans

réponses

2.5.2.1. Synthese
Certaines propriétés physiques et chimiques sopbitantes pour rendre compte du

potentiel toxique des fibres.

< Forme et dimension
En raison de leur forme, des fibres de plusieizaiges de micrométres de longueur

peuvent pénétrer dans les voies aériennes paratidral La structure fibreuse augmente le
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potentiel inflammatoire, cytotoxique et cancérigenen comparaison de la structure
granulaire. [384-385] Cette notion de potentieliqoe lié a la structure fibreuse est
particulierement bien illustrée par I'exemple deti@molite. Cette amphibole existe sous
forme fibreuse et non fibreuse. Seule la formeefilse induit des mésothéliome chez le rat.
[385]

Schématiquement, les fibres les plus longuessepligs fines induisent le plus grand
nombre de tumeurs. Dés 1977, Stanton [386], eraimi@ht des fibres dans la cavité pleurales
de rats, trouve une relation entre la probabilgéésdrvenue de tumeurs et la proportion de
fibres longues (>8um) et fines (<0,5um). En 198%t Bémontre I'importance du parametre
longueur dans la cancérogenéese péritonéale. [38Révsi cette conclusion a donné lieu a un
débat, par exemple par Dunnigam en 1984 [388],nésanismes responsables de cet
accroissement du risque peut étre expliqué pdrnlpsthéses suivantes :

- le paramétre dimension conditionne certes Ipation et la migration dans le
tractus respiratoire mais aussi les mécanismegquesi
-cette toxicité résulte d'une part de leur plusngie difficulté a étre épurée (par

phagocytose et clairance muco-ciliaire), d’autrg par interférence avec des composant du

cytosquelette induisant une perturbation de lastiwi cellulaire [389]

2 Composition chimique et réactivité de surface

Les différences de composition chimique des filma®t conditionner leur vitesse de
dissolution et leur réactivité de surface. Leurtean en fer ferreux va notamment, lors du
processus de dissolution (épuration), conduire dibdération de métabolites actifs de
I'oxygéne a 'origine d’une importante agressiorydante.

Les propriétés d’adsorption des fibres sont unesatpect de leur réactivité de surface.

En effet, elles peuvent adsorber les protéinesph@spholipides membranaires et 'ADN et
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ainsi, ces macromolécules biologiques dans I'emvieonent proche des fibres, sont la cible

idéale des métabolites oxydants libérés. [390]

< Biopersistance

La durabilité est une des caractéristiques desdibommercialisées. Elles est évaluée
par des essais de dissolutionvitro. La biopersistance décrit la rétention des filtass le
tractus respiratoire. Ce processus complexe dédenthcteurs environnementaux locaux,
intra- et extracellulaires, incluant des mécanisl@elairance mécanique (muco-ciliaire), de
dissolution et de phagocytose. [68] Les fibres llg/sotile sont susceptibles au cours de la
dissolution de se désintégrer en micro-fibrillesudun accroissement du nombre de fibres,
mais conduisant a une réduction de leur dimensiame amélioration de la clairance. [68]

Les amphiboles persistent plus longtemps queileesfde chrysotile. [79]

Parametres
_ ...Sur... Impact Paragraphe
influant....
la pénétration Toxicocinétique 2.2.1
Forme et dimension| la migration, épuration]  Toxicocinétique 2.2.2
la division cellulaire Toxicodynamique 2.3.2
Composition la réactivité de surface Toxicodynamique 2.3.1
chimique la dissolution Toxicocinétique 2.2.3

Table 13 (bis) Principales propriétés responsable de I'actidés fibres et leurs cibles.

(Tableau de synthese, rappel)
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2.5.2.2. Etudes de la biopersistance d’autres fibs[391-393]

< 1) Une revue des données avant 1999

En 1994, Hesterberg et coll. ont montré que lactiire et la composition chimique
des fibres minérales synthétiques était tres atengres un dépot chronique dans les poumons
de rats. [420] A I'inverse, les fibres céramiquélactaires semblent beaucoup moins altérées
chez les rats et hamster. [421] D’autres fibrebeddes wollastonites ont montré une tres
courte demi-vie aprés inhalation unique [422]. Se®¢bastien [423], les fibres de verre

seraient plus facilement éliminées que I'amianteqypris les serpentines).

2 2) Une étude expérimentale de 1999 : des donradssirante$391]
* Objectifs

Cette étude expérimentale, menée a long temmeivo, a trois objectifs: le premier
est de comparer la clairance de fibres minéraleshétiques vitreuses (MMMFs Minéral
Man Made Fibres) - une laine de verre (MMMFL11), laiee de roche (MMMF21), une fibre
céramique a base de kaolin (RCF-1) - avec deg fibamiante (crocidolite), témoin de
contrdle. Le second était d’établir le caracteméhpgéne de ces fibres a des doses connues
pour induire une fibrose de grade 1 avec le dalite. Le troisieme objectif était enfin de
tester I'nypothése selon laquelle ces fibres nevaient persister dans le tissu pulmonaire en
comparant la nature chimique et morphologique dmed résiduelles. Pour cela, une dose
unique de chaque type de fibre est administréesanaieutons (dont la taille des poumons est
proche de celles des hommes, contrairement aux lesodat et hamster) et les fibres

résiduelles sont extraites, a des dates variatle€finies, du parenchyme pulmonaire et
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analysées par microscopie électronique a transmnis@ET) couplée a une méthode
spectroscopique.
* Résultats

Les manifestations pathologiques induites par lbsigion aux fibres consistent en une
réaction inflammatoire de l'interstitium alvéolaigui régresse signicativement dans tous les
groupes, et les fibres de crocidolite induiserg sions péri-bronchiolaires. Ceci suggere
gu'aucun phénoméne pathologique n'a pu comproeédticlairance pulmonaire des fibres
ainsi estimée

Les concentrations de MMMF11, MMMF21, RCF- 1, es dires de crocidolite
décroit en fonction du temps selon deux phaseellente et I'autre rapide. Pour ces quatre
types de fibre, il existence une différence sigaifive de la charge pulmonaire en fonction du

temps. (p< 0,001) (cf. Fig.72.)
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Fig. 72: Clairance pulmonaire des fibr
testéesn vivo et a long terme[391]

La table ci-dessous montre les demi-vies des cleadas deux phases de I'élimination

des fibres testées.
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Types de fibre Fibres de toute longueur Fibres de longueur >5um
T1/2 phase rapide| T1/2 phase lente | T1/2 phase rapide| T1/2 phase lente
(jours) (jours) (jours) (jours)
MMF 11 33 462 31 572
MMF 21 45 433 45 517
RCF 1 67 537 61 254
Crocidolite 69 401 93 340

Fig. 73 :Demi vie d’élimination pulmonaire chez les moutadies fibres testées [391]

Le diameétre des fibores MMMFs décroit au court eonps, alors que les fibres de
crocidolite ne montre aucun changement. La figéren®ntre I'évolution du diamétre moyen

et de la longueur moyenne des fibres testées efilles résiduelles L’'étude statistique

montre une différence significative du diamétre fibres en fonction du temps (p=0,037) et

du type de fibres (p<0,001).
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Fig. 74: Evolution morphologique des fibres testées desipoumons de mouton €

D : Dieemmaoyen des fibres résiduelles

des fibres résiduelles (ayant un spectre diffédestfibres initiales) [391]

—
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Des corps asbestosiques apparaissent chez lesutOnagour lesquels la latence est
de 2 ans. Lors d’'une exposition aux fibres syntjuets MMMFs, il n’a pas été retrouveé de
corps asbestosiques typiques. La concentration mm@yeles corps asbestosiques dans le
groupe des moutons exposés aux fibres de cro@datitit de 2421 corps/ gramme de tissu
pulmonaire (I'intervalle de confiance a 95% a plimites 385 et 15260)

* Conclusion

Le nombre de fibres initialement déposées décmifoaction du temps avec une
courbe montrant deux vitesses d’élimination, cqroeslant a deux phases successives, l'une
lente et I'autre rapide. MMMF11 et MMMF21 (laindg verre et de roche) ont la méme
clairance, plus rapide que celles de RCF-1 (fddgramique) et des fibres de crocidolite. La
moyenne géomeétrique du diametre et la longueufildes MMMF diminuent avec le temps,
ce qui n'est pas le cas pour les fibres de croteloAprés 2 ans de présence dans les
poumons des moutons, il n’est trouvé aucun cospesiosiques dans les groupes exposes
aux fibres synthétiques MMMF, mais ils étaient figativement présents dans le groupe
exposé aux fibres d’amiante. Les données sur leesdfirésiduelles semblent confirmer
I'hypothese d'une clairance par des meécanismes idsoldtion et de translocation,
mécanismes qui sont plus rapides pour les 3 fibyathétiques étudiées que pour les fibres

d’amiante (crocidolite). [391]

< Les fibres organiques d’aramide [392]

Dans un modeéle classique de solubilitévitro, en milieu de Gamble a 37°C, les
fibres de KEVLAR (para-aramide), comme les fibrescdrbone, apparaissent plus résistantes
gue les fibres minérales testées. [393] Malgréecattative insolubilité observée sur ces
modelesn vitro, des études d’inhalation chez le rat ont récemmamiparé la biopersistance
des fibres de para-aramide a celle de 'amiantnemis en évidence que les fibrilles de p-

aramide (les seuls respirables, cf. ci-dessous} swins biopersistantes que les fibres
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d’amiante. [392] Ces études sont en faveur d'wtention limitées de ces fibres dans le

poumon de rat.

Table 16 : La solution de Gamhl§391]
Elle présente une composition similaire & cellelidrsdes physiologiques pulmonaires (sans les asapts organiques).
Composition chimique Concentratiorgén
MgCl,.6H,0 0,212
NaCl 6,171
KCI 0,311
NaHPO, 0,148
NapSOy 0,079
CaCb.2H,0 0,255
NaCHCOO.3HO 1,065
NaHCQ 2,571

2.5.2.3. Questions sans réponses

Dans les études chez I'animal par inhalation, ezdbs hommes exposés aux fibres, la
dimension est un parametre critique. Mais les dsims des fibres inhalables varient entre
I'hnomme et les différentes espéces, et cette vaniatoit étre considérée dans l'interprétation
des étuden vivo menées chez I'animal. [68]. D’autre part, Le ditnméominal des fibres
n'est pas un critéere suffisant dans I'étude desmatres pouvant expliquer la toxicité des
fibres. Par exemple, dans le cas des fibres degraraide, dont I'étude granulométrique
révéle un diamétre nominal trop élevé pour quefilgs brutes puissent étre respirables,
c’est-a-dire pour atteindre le poumon profond, éésdes plus approfondies ont montré
gu’elles pouvaient donner naissance en surfaces dilatdles fines du fait de la faiblesse des
interactions entre les chaines moléculaires. Lmsliéis peuvent alors de détacher lors des
opérations d'usinage et, du fait de leurs caratigties dimensionnelles, étre facilement

respirable. [392]
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Les propriétés d’adsorption de la surface des dilpeurraient aussi permettre la
rétention des molécules endogénes mais aussi ma®gaotamment de composés
cancérogenes tels les composés de la fumée dettegar

Enfin, la notion de biopersistance est donc unefactlé qui doit étre connu dans
l'interprétation des tests a court terme pour peeda pathogénicité des fibres. La
modification des propriétés physico-chimiques de®$ pourrait modifier leur biopersistance
et réactivité biologique. Cependant, certaines snee garde doivent étre soulevées contre
cette généralisation.

- d'abord, certains sites semblent concentrefilbess et constituer des « points
chauds » de persistance prolongée, sous-estiméespaiudes mesurant la quantité de fibres
hors de ces points-critiques. Ce sont : les sigedrdinage lymphatique du feuillet pariétal de
la plévre ; les bifurcations des voies aérienretdes zones de fibrose.

- ensuite, différentes variétés de fibres (ouiblees modifiées, partiellement
dégradées) sont susceptible d’altérer la migratlee macrophage et la translocation des
autres fibres dans le systéme de drainage lymplegtigodifiant ainsi la clairance des fibres.

Il est donc nécessaire de prendre en considératEm&léments dans I'interprétation
des quantités de fibre mesurées dans les poun&iiq. [

Finalement, il reste des questions sans réponses :

- Jusqu’ou peut-on utiliser les propriétés physibomiques des fibres pour
prédire de leur potentiel cancérogene ? Actuellémien dimension et la durabilité sont
reconnues comme des paramétres essentiels. Y diatilres parameétres essentiels dont il

faut tenir compte ?
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- La biopersistance des fibres mesurées par ddsthez les animaux refléte-
t-elle bien la biopersistance de ces fibres chieanime ? Quelle est la valeur des modeles
utilisés ?

- La charge en fibre du poumon entier donne-t-efle estimation exacte du
dépot des fibres, ou bien y a-t-il des zones leéak de rétention des fibres qui seraient mieux

en corrélation avec le développement de cancechmpulmonaire ou de mésothéliome ?

2.5.3. Activité de co-cancérigene ou support deamcérigenes

Un autre point de discussion de la théorie regosan les hypotheses décrites ci-
dessus et faisant de I'amiante un canceérigenes leompmitiateur et promoteur des tumeur,
est la possibilité que 'amiante agisse comme weareérigene. Nous allons évoquer dans

cette partie les éléments qui pourraient permeteonclure a cette hypothése nouvelle.

2.5.3.1. Amiante et Tabac

2 Quel modele pour linteraction?

En 1977, Saracci [394] passe en revue cing étudesorclue que le model
multiplicatif est plus plausible que le modéle a@didalors que les données ne permettent pas
de faire une discrimination définitive de I'un daudtre de ces deux modeles. Plus tard, Berry
et al[39-] suggérent que le risque relatif de cancepdumon pour 'amiante serait six fois
plus important pour les non-fumeurs que pour leseurs, mais notait « 'imprécision de ce

résultat a cause de probables biais et de la Marides échantillons ».
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Steenland et Thun [395] en 1986, considérent quéesejuatre études [396-399]
fournissaient suffisamment d’'informations pour @eall'interaction et que les données sont
contradictoires. Une mise a jour de Saracci erv I8 considéere les données de 11 études
qualifie I'interaction sur un mode « plus que npllgatif », lorsque le risque pour les
fumeurs exposés a l'amiante était au moins 25% phyortant que prévu par le modele
multiplicatif, a un autre mode « moins qu’additjflersqu’il était n’atteignait que 75% de ce
que permettait de prévoir le modele additif, letten fonction de la classification adoptée et
des scores attribués aux échantillons. Il fut rpié “un modéle d’interaction quelque peu
variable était observée entre I'amiante et le tbae qui fut confirmé plus tard par Saracci
et Boffetta [400] et par Vainio et Boffetta [4Q1]

Cependant, une revue de Lee montre clairemenfepposition a I'amiante accroit le
risque de cancer du poumon chez les non-fumeurguetla relation entre amiante et
tabagisme est mieux décrite par un modele mulépfique par un modele additif. Le risque
accru par le tabagisme varie en fonction en la tgdade cigarettes fumeées, de la durée du
tabagisme, de linhalation des fumées, du profiwimé et de la définition donnée au
dénominateur « non fumeur ». Le risque accru pamiBnte dépend aussi de nombreux
facteurs, non seulement l'importance et la duetekposition, mais aussi le type d‘amiante
et la nature de I'exposition. Cette notion expliqlers pourquoi I'accroissement du risque
pour certains groupes de travailleurs est plus élgue pour d'autres, alors que des
difféerences dans les expositions professionnelles @ancérigénes peuvent se manifester.
[402]

Selon les données délammondet al [403] avec un accroissement du risque de
cancer du poumon multiplié par 5 pour I'amiant@aat 10 pour le tabac parmi les travailleurs
exposés a I'amiante qui fument, 90% des cancergrgient avoir été évités s'ils n'avaient

pas fumé et 80% s’il n’avaient pas été exposéanidéinte.



-213 -

2 Comment peut-on expliquer cette interaction ?

Les études sur cultures cellulaires et modelemam apportent les preuves que
'amiante accroit distribution vers ['épithéliumrdmchique de nombreux composés
cancérigenes de la fumée de cigarette et leuradictiv métabolique. La fumée de cigarette
ralentit les mouvements ciliaires et retarde laratece des fibres et des autres particules. Les
fiores d’amiante (crocidolite et chrysotile) rerfent [Iactivation métabolique du
benzo[a]pyréne dans les cellules épithéliales &ales de hamster [404] Sur la base des
observations expérimentales, on peut émettre I'thgse que la tabac et 'amiante peuvent

agir comme co-cancerigenes comme résumeé dansite fié.[405]

Fibres d’amiante Fumée de cigarette

-Réduction des mouvements ciliaires et de laatae des fibres et des particyles
- Augmentation de la pénétration des fibres daggthélium bronchique
- Augmentation de I'entrée des composés canceérsgaaes I'épithél. Bronchique
- Activation accrue des pro-carcinogenes

- Combinaison de divers mécanismes d’agressiotA@N (ROS, b[a]p, ..)

- Prolifération cellulaire, effets biochimique demoteurs de tumeurs combings.

Fig. 75 Action co-cancérigene hypothétique de I'amiantgecla fumée de cigarette.[405]

2.5.3.2. Amiante et Interactions avec les poussi&re
Les sujets sont couramment exposés a des méldegesussiéres fibreuses ou non,

méme en environnement non professionnel, et lesdihrtificielles sont aussi le mélange de
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matériaux fibreux et non-fibreux. La toxicité deartgcules contenant du quartz est bien
connue, mais on ne connait que peut de chose seffits potentiellement synergiques ou
additifs entre les fibres et les poussiéres nbrefises moins toxiques. L’exposition de
rongeurs a des mélanges de poussieres par inimataiauit, selon Oberdorster [378] a un
transport accru des fibres jusqu'a la plévre veleeret a accroissement des tumeurs
pulmonaires et des mésothéliomes. Ces expérimamsasur les rongeurs nécessitent de
répondre aux questions suivante : l'inhalation délamge de poussieres fibreuses et non
fiboreuses endommage-t-elle la clairance des fibihez le rat ? Ce mécanisme est il pertinent

chez 'homme ?

2.5.3.3. Théorie de la transfection d’ADN exogéneap le virus SV40

2 Mésothéliome et virus SV40 : une relation étrange

En 1993, une étude rapporte que des hamsters expasge souche sauvage du virus
SV40 par voie intra-pleurale ont développé dan/d@@s cas des mésothéliomes pleuraux.
Les animaux exposeés par voie intracardiaque owgarintra-péritonéale ont développé des
meésothéliomes dans 60% des cas. [406] Aux Etats;dess travaux ont montré que certains
cas de mésothéliomes présentaient des séquencBdN dsAnilaires a celles trouvées dans
I’ADN du virus de singe SV 40 [407,408] Ainsi, deéquences d’ADN similaires a celles
codant pour la protéine Grand T du virus SV 40 &gt observées dans 60% des 48 cas de
meésothéliomes étudiés par Carbone et coll. [407hBhgorité des patients avaient été exposé a
'amiante. Ces auteurs suggerent donc une possyiolergie entre exposition a I'amiante et
une contamination par ce virus oncogéne. Une dratigaise a montré la présence d’ADN
« SV 40-like » dans les prélevements tumoraux @ancbroncho-pulmonaires et

meésothéliomes), mais également dans les prélevenmnimonaires non tumoraux. Les
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auteurs concluent donc que la présence de cesmsEgue’ADN « SV40-like»n’est pas
spécifique du cancer mais peut constituer un élémdispensable. [409]

L’expression de la séquence d’ADN SV40-like a @ktouvée dans certains types de
tumeurs humaines. C’est le cas notamment des tenoul’épididyme, des tumeurs des
plexus choroides, de mésothéliomes malins et daies tumeurs osseuses. Cependant,les
études épidémiologiques réalisées a ce jour n‘astrpontré de différence significative dans
I'incidence de ces tumeurs entre les groupes dienpstvaccinés par les premiers lots de
vaccins contaminés par le virus SV40 et les growjgepatients vaccinés ultérieurement par
des vaccins non contaminés. Il convient donc dergsudent quant au role réel de ces virus

dans la genese de ces tumeurs.

< Origine de la contamination

L’origine de la contamination humaine par ce vidigrigine simienne reste a ce jour
tres controversée. Certains auteurs avance I'hggetlselon laquelle cette contamination
aurait pu résulter de la vaccination antipoliomtyglie par un vaccin injectable Salk préparé a
partir de cellules rénales de singe et utiliséesdas années 1956 a 1963 aux Etats-Unis.
[410] Cependant, la présence d’anticorps réagissmaat le virus SV40 a été retrouvée dans
pres de 5 a 20% des échantillon de sérum humagétesvgs avant 'introduction de ce vaccin
ou chez des personnes non vaccinées. Ces résultagérent donc I'existence d’agent SV40-
like présents dans la population avant I'introdurctile ce vaccin. [411]

L’expression « SV40-like » signifie soit que leusra été identifi€ comme tel soit
qu'il s’agit d'un virus « SV40-like » avec une ségge virale proche de SV40. Il pourrait
alors s’agir soit du virus SV40 lui-méme soit d'vinus recombiné, soit d’un virus humain

proche de SV40.
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2 Une hypothése supplémentaire? [412]

A l'occasion d’'une rencontre internationale, [4EH 1997, les spécialistes du sujet
avaient convenu de la nécessité de confirmer, ginfaollégiale et a I'aide de techniques de
biologies moléculaires standardisées, la préseeceéduence d’ADN SV40-like dans les
tissus humains et de déterminer si ces séquennesabintégrées dans I’ADN cellulaire soit

présentes de maniere indépendante.

1) SV40 et cellules mésothéliales: intégration’ BN dans le génome cellulaire

Les virus oncogenes a ADN ont évolués pour se qépli non pour causer des
tumeurs chez leurs hotes, indispensables. Lewractincérigene dépend du blocage du cycle
viral et de leur capacité a infecter des celluledifgratives de maniere latente pour échapper
au systéeme immunitaire. Les papovarirus et adémsvipotentiellement cancérigénes
stimulent la synthese d’ADN de la cellule héte.nduction d’'une phase S semble essentielle
pour l'intégration du génome viral dans le génorakutaire. L’induction de la prolifération
cellulaire héte en est une conséquence secondares les conditions normales, le risque de
croissance maligne est compensé par le déclenchewiers oncogene—dépendant de
'apoptose, par exemple, par la voie ARF-p53 eloouéponse immunitaire de I'héte. Les
réponses de rejet sont préférentiellement dirigémdre le complexe CMH de classe I-
peptides antigéniques de protéines virale.

L’évolution convergente a doué plusieurs virus @gees a ADN, tels que le virus
simien SV40, les papillomavirus humains associdesacancer, et les adénovirus oncogenes,
de I'aptitude a cibler les protéines cellulaire8 @ pRb (rétinoblastome). Les papillomavirus

et les adénovirus utilisent tous les deux des preséde latence et transformantes a ces fins,
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alors que pour le virus SV40 deux domaines différele la seule protéine grand T peuvent
accomplir cette double fonction. Ceci conduitiadttivation non seulement de l'arrét du
cycle cellulaire dépendant de la protéine pRb nesisore des mécanismes apoptotiques
dépendant de p53.

Les fibroblastes humains (HF) peuvent étre transfomais uniquement dans de
faibles proportions. Ceci est confirmé dans unelipation de Bocchett&t al. [413] Dans
cette méme publication, il est également, pouréanere fois, rapporté que l'interaction du
virus avec les cellules mésothéliales humaines )(Ei&d non-lytique et latente. Ceci conduit
a la synthese de I'antigéne grand T dans 100% elédes. Bocchettat al. attribuent les
hautes sensibilit¢ et transformabilit¢ des celluldM a leur haut niveau de p53
comparativement aux cellules FH. Cette hypothesswggportée par des essais d’inhibition.
La séquence d’ARN antisense de p53 (qui neutrBASENmM de p53) augmente la réplication

du virus et induit la lyse des cellules HM infectguar SV40.

2) Role co-cancérigéne de I'amiante

L’exposition a I'amiante montre une étroite asstiora épidémiologique avec des
mésothéliomes malins. Bocchegtiaal. ont alors testeé les effets des fibres d’amiantesesirs
systemes HMn vitro. L’amiante crocidolite cause un accroissement modeé la fréquence
des foyers de HF et de HM, dans les cellules teatéés trois jours plus tot par les plasmides
portant les antigénes grand et petit T (T+t+). plesmides T+t— n’induisent pas de foyer HM
ou HF mais l'addition d’amiante assure la formatitenfoyers, en augmentant I'efficacité des
plasmides T+t— a des niveaux presque comparablesua des plasmides doubles positif

(T+t+).
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De facon intéressante, les effets relativement pentributifs de I'amiante a la
transformationin vitro peut difficilement rendre compte de l'inductiorsdaésothéliomems
vivo. Bocchettaet al. suggerent que I'amiante pourrait aussi agir panumosuppression, ou
alternativement ou supplémentairement, que la mtomlu de ROS par les macrophages
activés par l'amiante pourrait jouer un role coe@igéene. Les deux possibilités sont
parfaitement concevables. Les tumeurs induitesp&0 sont tres immunogenes chez les
rongeurs. Chez les souris et les rats, ces tunseudgveloppent rarement, a moins que I'hote
ne soit immunodéficients. Chez les hamsters, @iées/ent passer outre la réponse de rejet,
particulierement chez les animaux inoculés traags. Le développement des tumeurs peut
étre prévenu par une vaccination préventive, adnée durant la période de latence Une
analyse prochaine du role potentiellement immuppeesseur de I'amiante dans les
meésothéliomes humains est par conséquent d’'impmata la fois analytique et possiblement
immuno-thérapeutique.

D’autre part, le role des changements génétiquebsts par 'amiante, en temps que
requis supplémentaire a la transformation maligee ckllules mésothéliales, induite par le
virus SV40, est une autre hypothese intéressamte travaux récents de Hahnhal. [413]
peuvent étre révélateurs dans ce contexte. llsnamtré que les cellules HFs et épithéliales
peuvent étre transformées et devenir tumorigéness dmnsfection combinée de la protéine
grand T de SV40 , de la protéine oncogéne H-radeeta sous unité catalytique de la
télomerase. Partant du principe que protéine gifadd SV40 inhibe les deux protéines pRb
et p53, Hahn et al. suggérent qu’'un minimum de rguabies de signalisation doivent étre
affectées pour transformer un cellules humainenat®. Il ne serait pas surprenant que les
cellules HM transformées par SV40 de Bocchettaal. nécessitent encore, pour devenir
tumorigéne, 'action proliférative d’'un oncogenegiie de H-ras et que I'amiante augmente

la probabilité d’'un tel changement génétiqueivo.[415]
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2.5.4. Des mécanismes différents et multiples

Les diverses hypothéses développées ci-dessudéoptaposées pour expliquer le rble des
fibores d’amiante dans le développement de carcisobrenchiques et de mésothéliomes
malins. Nous l'avons vu, les preuves expérimentaiggportent chacune de ces hypotheses ;
pourtant, il n’y a pas de preuve formelle et déeisn faveur ou contre I'un ou l'autre de ces
mécanismes Pour ces raisons, il faut considérerdances suivantes : les différents types de
fibores peuvent agir par difféerents mécanismes ;cicames broncho-pulmonaire et

meésothéliomes seraient le résultats de différerdsamsmes ; et de multiples mécanismes

peuvent contribuer conjointement a la cancérogenése

2.5.4.1. Différents selon les types de fibres
Les preuves expérimentales montrent un role gprettet épigénétique des fibres
d’amiante dans la cancérogenése et l'importancecee mécanismes génétiques et
épigénétiques varie en fonction des différents gyge fibres. Les modeél@s vitro etin vivo
permettent d’évaluer de facon critique pour chatype de fibre cette distribution des réles.
Ainsi, la persistance et la biopersistance desesibpeuvent expliquer le probléeme de la

persistance ou non des effets qui sont ainsi plusnoins aigus ou chroniques.

2.5.4.2. Différents selon les pathologies
L'interaction entre exposition a I'amiante et tgisme dans le développement des

carcinomes broncho-pulmonaires est bien documeaitée que cette interaction n’a aucune
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influence sur le mésothéliome. De son cote, lesveimien SV40 pourrait étre associé au

meésothéliome, ce qui n’est pas le cas des canakr®paires.

2.5.4.3. Multiples pour une pathologie

Comme le fait remarquer Barrett, [417] les fibregissent a différents stades du
développement néoplasique.

Par exemple dans le cas du développement des @arenbroncho-pulmonaires, les
effets co-cancérigenes des fibres d’amiante etatlagisme ont été présentés dans la figure
72. Sur la base des études moléculaires des capoéronaires associés a la double
exposition tabac/amiante, il semble que l'initiatides mutations dans les stades précoces du
développement des carcinomes bronchiques refléba d&uorva [418] I'activité mutagene
des agents présent dans la fumée de cigarette.fiBres d’amiante et cigarette agissent
comme promoteurs pour stimuler la prolifératiomelie des cellules initiées. D’autre part, les
fibres d’amiante semblent induire (i) une métagdgsiifférenciation cellulaire altérée) dans
les cellules épithéliales trachéo-bronchiquesijietlitérer I'expression des proto-oncogenes
qui régulent la prolifération de ces cellules éflitdes (hyperplasiah vitro [419]

Concernant le mésothéliome [416], les étapes ceadtiau développement de ces
tumeurs sont plus spéculatives. Les fibres d’amiaourraient, directement ou indirectement,
agresser les cellules par des mécanismes génogsxigat stimuler leur prolifération. De
facon alternative, la stimulation chronique de Imlifération des cellules mésothéliales
(persistance des fibres dans l'interstitium avéargage chronique de cytokines et de facteurs
de croissance a partir des macrophages activésjaoaussi conduire a l'acquisition de
nouvelles mutations spontanées (d’autant plus nensles que le cycle cellulaire est
raccourci lors d'une prolifération cellulaire ad@d@e) qui conféraient, au populations

cellulaires pré-néoplasiques, un avantage protiféautonome et incontrélé. Enfin, I'action
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immunosuppressive des fibres d’amiante évoquée tnsadre de I'hypothese faisant
intervenir le virus oncogene SV40 n’est pas totalenimprobable.

Les étapes ultérieures du développement tumoralcsoactérisées part des altérations
génétiques et cellulaires supplémentaires condugsane invasion locale puis métastasique.
Le r6le exact de I'amiante dans I'acquisition des Eeopriétés reste encore inconnu mais
I'association de mécanismes génétiques et epiggresti d’altération de la différenciation et

de la prolifération cellulaire, semble fortemenlpable.
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